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partir  de  leche  ácida.  En  1980,  los  científicos  Weigmann  y  Storch  introdujeron,  casi 
simultáneamente, el uso de BL  como  cultivos  iniciadores de  la  fermentación de  la  leche en 
Dinamarca y Alemania, respectivamente [1]. 




Actualmente,  las  BL  se  describen  como  organismos  procariotas  Gram  positivos 
pertenecientes al phylum Firmicutes. Tienen forma de coco o bacilo, un tamaño de entre 0.4 y 
0.5 µm de diámetro y hasta 10 µm de largo, y un contenido en % G+C inferior al 45%. Pueden 
encontrarse  en  solitario  o  agruparse  en  parejas  o  en  cadenas  cortas.  Generalmente  son 








tales como el  tipo de metabolismo  fermentativo de  la glucosa, el  tipo de  isómero del ácido 
láctico  producido  y  la  capacidad  para  desarrollarse  a  10°C  y  a  45°C.  A  las  bacterias  de 
morfología  bacilar  las  incluyó  en  los  géneros:  Betabacterium,  Thermobacterium, 
Streptobacterium  y  Microbacterium,  y  a  las  de  morfología  cocoide  en  los  géneros 
Streptococcus, Betacoccus y Tetracoccus. 
Esta primera clasificación ha sufrido diversas modificaciones con el paso de  los años. Así, 
en  la  primera  edición del Bergey´s Manual  of  Systematic Bacteriology  del  año  1986,  las BL 
aparecen  incluidas  en  los  géneros  Lactobacillus,  Erysipelothrix,  Streptococcus,  Pediococcus, 
Leuconostoc, Aerococcus y Gemella [6]. 
Años  más  tarde,  y  como  consecuencia  de  la  aplicación  de  técnicas  bioquímicas  y 
moleculares  avanzadas,  se  produjeron  importantes  cambios  en  la  taxonomía  de  las  BL.  La 
mayoría  de  estos  cambios  aparecen  reflejados  por  primera  vez  en  la  novena  edición  del 
Bergey´s Manual of Determinative Bacteriology [7]. Así por ejemplo, el género Streptococcus 
aparece  desdoblado  en  otros  tres  géneros  filogenéticamente  distintos:  Streptococcus  sensu 
estricto, Enterococcus y Lactococcus. Los estreptococos móviles, incluidos anteriormente en el 
género Lactococcus aparecen  incluidos en el género Vagococcus [8]. De  igual  forma, algunas 
especies del género Lactobacillus aparecen  incluidas en el nuevo género Carnobacterium [9]. 
La  especie  Pediococcus  halophilus  se  incluyó  en  un  nuevo  género  denominado 
Tetragenococcus y Pediococcus urinaequii en el género Aerococcus [10]. 







del ADN  ribosómico. Cinco  lactobacilos heterofermentadores  (L. confusus, L. halotolerans, L. 
kandleri, L. minor y L. viridescens) también fueron reasignados al género Weissella. Entre  los 
años  2002  y  2006,  cuatro  nuevas  especies  de  Leuconostoc  fueron  descritas:  Leuconostoc 
Introducción 
5	
ficulneus,  Lc.  fructosum  [13],  Lc.  durionis  [14]  y  Lc.  pseudoficulneus  [15]  que  fueron 
posteriormente reclasificados en el nuevo género Fructobacillus como Fructobacillus ficulneus, 
F.  fructosum,  F.  durionis  y  F.  pseudoficulneus  [16].  Actualmente,  los  géneros  Leuconostoc, 
Oenococcus, Fructobacillus y Weissella están incluidos en la familia Leuconostocaceae. 
En  la  actualidad,  el  grupo  de  las  BL  “sensu  estricto”  está  constituido  por  los  géneros: 
Aerococcus,  Carnobacterium,  Enterococcus,  Fructobacillus,  Lactobacillus,  Lactococcus, 
Leuconostoc,  Oenococcus,  Pediococcus,  Streptococcus,  Tetragenococcus,  Vagococcus  y 
Weissella  [7]. La Tabla 1 muestra  las principales características  fenotípicas de estos géneros 





Característica  1  2 3 4 5 6 7 8 9  10b  11
Tétradas  ‐ a  ‐  +  ‐  ‐  ‐  +  ‐  +  ‐  ‐ 
Tipo metabolismoc   ho  ho/he  ho  ho ho he  ho  ho ho  he  he 
Crecimiento a 10°C  +   ± +  +  +  +  ±  ‐  +  +  + 
Crecimiento a 45°C  ‐  ±  ‐  +  ‐  ‐  ±  ±  ‐  ‐  ‐ 
Crecimiento 6.5% NaCl  ND  ±  +  +  ‐  ±  ±  ‐  +  ±  ± 
Crecimiento 18% NaCl  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  +  ‐  ‐ 
Crecimiento a pH 4.4  ND  ±  ‐  +  ±  ±  +  ‐  ‐  ±  ± 
Crecimiento a pH 9.6  ‐  ‐  +  +  ‐  ‐  ‐  ‐  +  ‐ 
Ácido lácticod  L  D, L, DL  L  L  L  D  L, DL ‐  L  D, DL  D 








esporuladas.  Su  diámetro  varía  entre  0.5  y  0.7  µm,  y  su  longitud  entre  0.7  y  1.2  µm.    Su 







Las  bacterias  del  género  Pediococcus  son  esféricas  e  inmóviles,  distribuyéndose  en  el 
espacio formando tétradas, ya que se dividen en planos rectos perpendiculares. Su diámetro 
varía entre 1 y 2 µm y tampoco poseen ácidos teicoicos en su pared. Su contenido en G+C es 
de  34‐42%  y  son  anaerobios  facultativos.  También  se  trata  de  microorganismos 
quimioheterótrofos  que  requieren  un medio  rico  con  azúcares  fermentables,  produciendo 
como productos del metabolismo homofermentativo de la glucosa DL‐ láctico o L‐Láctico, pero 
nunca CO2 [5].  
Las  bacterias  del  género Weissella  son  esféricas,  lenticulares  o  bacilares.  Son  bacterias 
heterofermentativas,  las  cuales producen D y  L‐láctico, mientras que W. paramesenteroides 
sintetiza únicamente el isómero D‐láctico a partir de la glucosa.  
Las bacterias que pertenecen  al  género  Lactobacillus  tienen  forma  elongada,  a menudo 








tres  grupos  metabólicos  basados  en  la  producción  de  diferentes  metabolitos  a  partir  de 
hexosas y pentosas: los homofermentativos obligados, los heterofermentativos obligados y los 
heterofermentativos  facultativos  [18].  Las  principales  especies  del  género  Lactobacillus 
aisladas    del  proceso  de  vinificación  se  enumeran  en  la  Tabla  2.  Las  bacterias  del  género 
Lactobacillus  se  encuentran  ampliamente  distribuidas  en  los  vegetales,  carnes  y  pescados. 
Forman  parte  de  la microbiota  normal  de  la  boca,  tracto  intestinal  y  aparato  reproductor 
femenino humano y de muchos animales. No se  las considera patógenas, excepto a algunas 
especies  que  se  han  aislado  de  procesos  de  caries  dental.  Tienen  una  gran  importancia 
Introducción 
7	
industrial,  pues  se  utilizan  en  diversos  procesos  de  fermentación  láctica  (yogur,  quesos…). 
























0.9‐1.2 µm  x  3.0‐8.0  µm.  Pueden  encontrarse  en  solitario,  en  parejas  o  formando  cadenas 
cortas.  Se  han  aislado  de  diferentes  ambientes  como  productos  lácteos  fermentados, 
vegetales fermentados (sorgo, chucrut), estiércol de ganado, cuerpo humano: boca, intestino y 
heces, y en aguas residuales. Es una bacteria aerotolerante, que crece a 15 °C pero no a 45, y 
produce  los  dos  isómeros  del  ácido  láctico,  D  y  L.  El  peptidoglicano  de  su  pared  celular 
contiene ácido meso‐diaminopimélico. Esta especie  tiene un contenido G+C  (% mol) del 44‐
46%. La temperatura óptima de crecimiento está entre 30‐40°C y es dependiente de cada cepa 
[7].  L.  plantarum  es  capaz  de  fermentar  multitud  de  carbohidratos  como  la  amigdalina, 







estadíos  iniciales de  la vinificación  las especies Lc. mesenteroides, Lc. citreum y Lc. fructosum 
[19,  20].  En  cambio,  del  género  Oenococcus  sólo  se  ha  aislado  la  especie  O.  oeni, 
encontrándose durante las etapas iniciales de la vinificación en bajas concentraciones, aunque 
tras  la  FA  su  población  se  incrementa  en  gran medida,  a  diferencia  de  las  otras  especies. 
Oenococcus oeni es  la especie más adaptada al bajo pH, y a  las elevadas concentraciones de 




20]. El género Weissella contiene 12 especies descritas, aunque  la única especie que    se ha 
aislado  de mosto/vino  es W.  paramesenteroides  [19‐21].  En  cuanto  al  género  Lactobacillus 
existe  una  gran  diversidad  de  especies  asociadas  al  proceso  de  vinificación,  ya  que  se  han 




En cuanto a su dinámica poblacional,  las BL aparecen ya en  las uvas en el momento de  la 
vendimia.  La población en  las bayas es baja  (102‐104 UFC/mL),  aunque ello depende de  las 
condiciones climáticas existentes durante  la maduración y del estado  sanitario de  los  frutos 
[21]. En las uvas se han encontrado especies de los cuatro géneros como L. brevis, L. casei, L. 
fructivorans,  L.  hilgardii,  L.  plantarum,  Lc.  mesenteroides,  P.  damnosus,  P.  parvulus,  P. 
pentosaceus y O. oeni [28]. En el mosto y durante los primeros días de FA, las BL están en una 
concentración en torno a 102‐104 UFC/mL, aunque depende del grado de madurez de la uva y 





vino,  la microbiota  láctica queda disminuida en número y diversidad, ya que tiene  lugar una 
selección  a favor de las cepas más resistentes al alcohol y el pH. En esta etapa la población de 
BL decae a 102‐103 UFC/mL, aislándose especies como Lc. mesenteroides, L. plantarum y en 
mayor proporción O. oeni  [30]. Al  final de  la FA,  sólo  suelen aislarse  cepas de O. oeni y en 
algún caso también de L. plantarum y L. hilgardii, ya que la viabilidad de las demás especies se 
va  reduciendo progresivamente. Después de  la  FA,  las BL entran en un periodo de  latencia 
variable y al final de éste, algunas cepas de O. oeni crecen hasta alcanzar poblaciones de hasta 
107 UFC/mL,  realizando  la  fermentación maloláctica  (FML)  [5]. En  raros casos se aislan otras 








g/L.  Los  azúcares mayoritarios  en  el mosto  son  las  hexosas  como  la  glucosa  y  la  fructosa, 
presentes en cantidades similares. También hay pentosas como L‐arabinosa, D‐xilosa, D‐ribosa 









Figura  1. Metabolismo  homofermentativo  de  los  azúcares  en  las  bacterias  lácticas.  Se  ilustran  los  principales 
metabolitos que componen esta ruta, las principales enzimas implicadas en la misma y la producción de moléculas  
relacionadas con energía y poder reductor (ATP/ADP; NADH/NAD). 
La vía homofermentativa utiliza  la ruta de Embden‐Meyerhoff‐Parnas  (Figura 1),  la cual a 
partir de las hexosas proporciona ácido pirúvico, que luego es reducido a lactato. En esta ruta 
metabólica  se  generan  2 moles  de  ácido  láctico  y  2 moles  de  ATP  netos  por  cada mol  de 
hexosa fermentada. Además, la vía metabólica queda equilibrada en cuanto a poder reductor 
en  forma  de  NADH.  El  enzima  clave  en  esta  ruta  es  la  aldolasa.  Las  especies 
homofermentativas  carecen  de  los  enzimas  glucosa‐6‐fosfato  deshidrogenasa  y  6‐
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fosfogluconato  deshidrogenasa,  siendo  por  tanto  incapaces  de  fermentar  las  pentosas  o  el 
gluconato. La fructosa y  la manosa también pueden ser fermentadas a través de esta vía por 
algunas  especies  de  BL,  incorporándose  a  la misma  a  nivel  de  la  glucosa‐6‐fosfato  o  de  la 
fructosa‐6‐fosfato, después de una isomerización y/o fosforilación [1, 5]. 
La vía heterofermentativa utiliza  la  ruta del 6‐fosfogluconato/fosfocetolasa  (Figura 2). La 




genera  1  ATP.  En  cambio,  si  se  sintetiza  acetato  se  generan  2  ATP  pero  no  se  alcanza  el 
equilibrio  redox,  quedando  una molécula  de  NADPH  en  estado  reducido.  En  presencia  de 
aceptores  de  electrones  alternativos,  se  formará  ácido  acético  en  lugar  de  etanol  como 
producto final. La fructosa puede ser metabolizada a través de esta ruta de forma análoga a la 












de extraer doble cantidad de energía de  la  fermentación de  la glucosa que  la que genera  la 
ruta  heterofermentativa  si  se  dirige  hacia  la  producción  de  etanol.  En  cambio,  si  la  ruta 
heterofermentativa  produce  acetato,  el  rendimiento  energético  es  el  mismo  que  en  la 
homofermentativa,  pero  la  vía  queda  desequilibrada  desde  el  punto  de  vista  del  potencial 
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redox. El  rendimiento en  ácido  láctico producido es mayor en  la  ruta homofermentativa  (2 
moles) que en la heterofermentativa (1 mol) por mol de hexosa fermentada  [1, 5, 33]. 




proceso  de  vinificación  y  recientemente  descrita  [24].  Esta  especie  tiene  un metabolismo 
homofermentativo  tanto para pentosas  como para hexosas, produciendo únicamente  ácido 
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láctico. Esta  ruta metabólica  contiene  los enzimas  transacetolasa y  transaldolasa,  los  cuales 
mediante  un  intercambio  de  carbonos  entre  distintos  azúcares  produce  gliceraldehido‐3‐
fosfato que da lugar exclusivamente a ácido láctico (Figura 3). El resultado neto de la ruta es la 
producción  de  dos  hexosas  y  una  triosa  a  partir  de  tres  pentosas,  las  cuales  tienen  como 
destino la síntesis exclusiva de ácido láctico. 
Figura 3. Metabolismo de  los azúcares en  la especie Lactobacillus vini. Se  ilustran  los principales metabolitos que 
componen esta ruta, las principales enzimas implicadas en la misma y la producción de moléculas  relacionadas con 
energía y poder reductor (ATP/ADP; NADH/NAD). 








de  los  azúcares del  vino  en  ácido  láctico, principalmente por  vía heterofermentativa.  Suele 
ocurrir  como  consecuencia  de  un  excesivo  desarrollo  de  BL  de  los  géneros  Lactobacillus, 
Leuconostoc, Oenococcus y Pediococcus en vinos de pH alto con alto contenido en azúcares y 
con baja  cantidad de  SO2.  Sus  consecuencias  son  el  aumento de  la  concentración de  ácido 
































polisacáridos  son  del  tipo  β‐D‐glucano  [36].  Si  la  cantidad  de  estos  compuestos  no  es 
demasiado elevada pueden mejorar  las  características del vino al aumentar  la  sensación de 
volumen en boca o el cuerpo de los vinos. Otro efecto positivo de su presencia es que pueden 
polimerizarse  con  los  taninos  disminuyendo  la  sensación  de  aspereza  y  la  astringencia  que 
confiere su presencia en forma  libre. Sin embargo, si  la concentración de exopolisacáridos es 
elevada  se  genera  un  defecto  denominado  “ahilado  o  grasa”,  el  cual  confiere  un  aspecto 
viscoso u oleoso al vino. Esto suele ocurrir cuando el vino contiene una elevada concentración 
de azúcares  residuales, el pH del mismo es alto y  la  temperatura es elevada. Las principales 
responsables de esta alteración son cepas de las especies P. damnosus, P. parvulus, O. oeni y 









Las BL  del  vino  son  capaces  de  transformar  el  ácido málico  de  la  uva,  de  sabor  fuerte, 
herbáceo y áspero en ácido láctico, de sabor lácteo y suave, liberando CO2 como consecuencia 
de  la  reacción  [38]. Dado que el ácido málico  tiene dos grupos carboxílicos mientras que el 
ácido  láctico contiene solo uno,  la FML tiene como consecuencia un  ligero aumento del pH y 




ácidos orgánicos del vino pueden actuar  como  inhibidores de este enzima,  como  los ácidos 
succínico, cítrico y tartárico [33, 35]. 





















ácido  a manzana  verde, por el  ácido  láctico que proporciona un  sabor mucho más  suave  y 
menos agresivo [50]. Un posible problema es que se produzca una desacidificación excesiva, 











producido  es  descarboxilado  para  dar  piruvato,  en  el  caso  de O.  oeni,  o  formiato  en  el  de 
ciertas especies de Lactobacillus [35]. A partir del piruvato se sintetizan sustancias acetoínicas 
aromáticas  como  el  diacetilo,  la  acetoína  y  el  2,3‐butanodiol,  aunque  también  puede  ser 
fuente de otros productos como el lactato, etanol o acetato. Dependiendo de las condiciones 
en  las  que  se  encuentran  las  BL,  el  metabolismo  del  citrato  proporcionará  unos  u  otros 
productos finales. Cuando las condiciones de crecimiento de las BL son difíciles, como cuando 
se  encuentran  a  pH  bajo  o  con  un  reducido  nivel  de  azúcar,  el  metabolismo  se  desvía 
preferentemente  hacia  la  formación  de  compuestos  acetoínicos.  Esta  vía  actúa  como  un 
proceso  de  destoxificación  mediante  el  cual  se  elimina  el  exceso  de  ácido  pirúvico, 
contribuyendo  de  esta  manera  al  mantenimiento  de  su  pH  intracelular.  Por  el  contrario, 
cuando las condiciones son favorables el metabolismo del citrato tiende hacia  la formación de 
ácido acético y ácidos grasos [53], pudiendo aumentar la concentración de ácido acético entre 
0.1  y  0.2  g/L,  en  función  de  la  concentración  inicial  de  citrato.  En  esta  transformación  se 
produce  energía  adicional  para  el  desarrollo  bacteriano  [54],  lo  que  explica  el  mayor 
crecimiento  de  O.  oeni  durante  el  co‐metabolismo  de  glucosa  con  ácido  cítrico  [55].  El 
metabolismo  del  ácido  cítrico  contribuye,  con  el  del  ácido  málico,  a  la  estabilización 
microbiológica del vino al desaparecer dos sustratos utilizables para los microorganismos [46]. 
Las BL que degradan el ácido cítrico pertenecen a los géneros Leuconostoc y Oenococcus y 





La  implicación  enológica  positiva más  importante  de  la  fermentación  del  citrato  es  la 
producción  de  diacetilo,  un  compuesto  aromático  con  aroma  a  mantequilla  que  resulta 
beneficioso siempre que no sobrepase determinados  límites [51]. Este compuesto se detecta 
fácilmente en cata a partir de concentraciones relativamente bajas, del orden de 5‐6 mg/L en 
los  vinos  blancos  y  8‐9  mg/L  en  los  tintos  [59].  Por  debajo  de  este  umbral,  el  diacetilo 
contribuye  al  “bouquet”  del  vino  y  a  su  complejidad;  por  encima,  puede  llegar  a  resultar 
desagradable  [46,  60].  Favorecen  la  producción  de  diacetilo  la  oxigenación,  la  elevada 
concentración  de  citrato  y  de  azúcares,  la  baja  temperatura  (18  °C)  y  la  eliminación  de  las 
levaduras antes de la FML. Por el contrario, la presencia de levaduras viables durante la FML y 
la adición de SO2 causan la reducción de la síntesis de diacetilo [55]. 
Existe un bajo número de cepas de BL capaces de degradar el ácido  tartárico, pero  si  lo 




o heterofermentativa,  produciéndose  diferentes  compuestos  finales  en  cada  caso.  Así,
mientras  las  bacterias  homofermentativas  forman  acético,  láctico  y  CO2,  las 
heterofermentativas forman acético, CO2 y cantidades minoritarias de ácido succínico [1, 61]. 
Las  cepas  que  degradan  ácido  tartárico  suelen  pertenecer  a  las  especies  L.  plantarum  y  L. 














medio,  liberando  péptidos  y/o  aminoácidos,  que  se  incorporarán  a  la  célula  a  través  de  la 
membrana citoplasmática, mediante sistemas de transporte específicos [63]. La presencia de 
aminoácidos libres en el medio que habitan es de gran utilidad para estas bacterias, debido a 
su  limitada  capacidad  para  sintetizar  los  aminoácidos  a  partir  de  fuentes  de  nitrógeno 
inorgánico [64], y a que  la capacidad de producir proteasas no es general. Además de fuente 
de nitrógeno los aminoácidos pueden ser utilizados como fuente de carbono [65]. 
Muchas  BL  tienen  una  gran  capacidad  proteolítica,  pero  se  observan  diferencias 





alcohólica son  liberados al vino  tras  la  finalización del proceso  [66], pudiendo constituir una 
fuente  de  nitrógeno  alternativa  para  las  BL.  Ello  es  importante  en medios  que  presentan 
deficiencias de aminoácidos libres. No obstante, y debido a que las necesidades de nitrógeno 





hecho de que  algunas  de  ellas pueden  ser  tóxicas  en bajas  concentraciones, por  lo que  su 
presencia  supone  un  riesgo  para  los  consumidores.  Así,  la  histamina  y  la  tiramina  pueden 
inducir  la  aparición  de  reacciones  adversas  que  afectan  al  sistema  nervioso,  digestivo  y 
vascular [70‐72]. La putrescina puede conferir mal olor o enmascarar  los aromas del vino en 
bajas  concentraciones, pero además potencia  los efectos de  la histamina y  la  tiramina. Hay 
que señalar que para que en el vino se produzca acumulación de aminas biógenas es necesario 
que  confluyan  varias  de  las  siguientes  circunstancias:  disponibilidad  de  los  aminoácidos 
precursores, presencia de microorganismos con actividad aminodescarboxilásica y condiciones 
favorables,  tanto  para  el  crecimiento  de  la  bacteria  como  para  la  actuación  del  enzima 
descarboxilásico correspondiente [73]. En vinos,  las aminas biógenas encontradas con mayor 
frecuencia  son  la  histamina,  la  tiramina  y  la  putrescina,  siendo  la  primera  la más  tóxica. 
Además, se ha descrito  la presencia de otras 24 aminas en menores concentraciones [74]. La 













su  catabolismo,  la  agmatina.  La  ruta  de  síntesis  de  putrescina  es  distinta  en  los  géneros 
Oenococcus  y  Lactobacillus. En O. oeni  se  realiza una descarboxilación directa de ornitina a 
putrescina llevada a cabo por la enzima ornitina descarboxilasa, codificada por el gen odc. En 






de  aminas  biógenas  en  los  alimentos,  hacen  aconsejable  la  determinación  de  la  capacidad 
aminobiógenica  en  las  cepas  que  vayan  a  ser  utilizadas  como  cultivos  iniciadores  en  la 
elaboración de productos  fermentados, entre ellos el vino. Una de  las  formas en que puede 
detectarse  la presencia de  cepas  formadoras de aminas biógenas es amplificando  los genes 
que codifican para las enzimas descarboxilásicas de aminoácidos por PCR.  









El glicerol es uno de  los principales  constituyentes del vino,  tanto por  su  concentración, 
entre 5 y 8 g/L, como por su contribución al sabor y a  las sensaciones  táctiles del mismo al 




fermentación  glicero‐pirúvica  [88].  Algunas  cepas  de  BL  pueden  degradarlo  mediante  un 
proceso  en  el  que  el  enzima  glicerol  deshidrogenasa  transforma  el  glicerol  en 
β‐hidroxipropionaldehido,  compuesto  precursor  de  la  acroleína. Desde  la  época  de  Pasteur 
este proceso se considera una alteración del vino y se le conoce con el nombre de amargor de 




que  mejoran  el  perfil  aromático  del  mismo,  pero  también  pueden  sintetizar  compuestos 
desagradables que dan lugar a defectos organolépticos. 




[89].  Los  ésteres  sintetizados  por BL  se  forman mediante  esterificación  enzimática,  aunque 
otros también pueden formarse por esterificación química durante el envejecimiento [90]. Las 
enzimas  implicadas  en  la  formación  de  ésteres  son  las  alcohol  acetil  transferasas.  Existen 
numerosas  reseñas de que  algunos ésteres  tales  como  el  acetato de etilo,  lactato de etilo, 
hexanoato  de  etilo  y  octanoato  de  etilo  se  forman  como  consecuencia  de  alcohol  acetil 
transferasas presentes en BL [91, 92]. 
Por otro  lado  también  se ha  constatado  el papel de  las BL  en  la  disminución  de  los 
aromas  vegetales  y  herbáceos,  lo  cual  resulta  positivo  para  el  vino.  Esto  es  debido  al 
catabolismo de los aldehídos. Así, el acetaldehído que producen las levaduras durante la FA y 






encuentran  frecuentemente  glicosilados  mediante  su  unión  a  azúcares,  por  ejemplo  a  la 
glucosa  [89,  94].  Los monoterpenos  unidos  a  azúcares  no  son  compuestos  volátiles  y,  por 
tanto  carecen  de  aroma.  La  rotura  del  enlace  glicosídico  puede  realizarse  por  enzimas 




fenoles  volátiles  como  el  4‐etilguayacol  y  el  4‐etilfenol  [97,  98].  El  umbral  de  detección  de 
estos  compuestos  es  muy  bajo  y  proporcionan  un  olor  desagradable  a  animal  [97].  Este 
fenómeno  suele  ocurrir  en  las  barricas  y  se  atribuye  principalmente  a Brettanomyces  spp., 
aunque  también  algunas  especies  de  BL  como  L.  plantarum,  L.  brevis  y  Pediococcus  spp. 
pueden metabolizar estos ácidos fenol carboxílicos, y por tanto producir esta alteración [94]. 
Las  BL  productoras  de  estos  compuestos  poseen  actividad  cinamoil  esterasa,  siendo  la 
posesión de este enzima un carácter dependiente de cepa. 





El metabolismo  de  otros  aminoácidos  como  la  lisina  y  la  ornitina  puede  llevar  a  la 
formación de compuestos heterocíclicos desagradables que confieren olor a orina de  ratón. 
Las  BL  heterofermentativas  como  O.  oeni,  Lc.  mesenteroides  y  algunas  especies  de 
Lactobacillus  son  capaces  de  sintetizar  tres  compuestos  de  este  tipo: 
2‐acetiltetrahidropiridina,  2‐acetil‐1‐pirrolina  y  2‐etiltetrahidropiridina.  Las 








mosto  y  en  el  vino,  los  cuales  les  aportaran  la  energía  y  los  elementos  básicos  para 
desarrollarse. 
La  obtención  de  energía  por  las BL  en  la  vinificación  ocurre mediante  la  asimilación  de 
sustratos  orgánicos  como  los  azúcares,  ácidos  orgánicos  y  aminoácidos.  Principalmente,  la 
obtienen de  la  fermentación de  los azúcares, pero  también a partir de  los ácidos  (málico o 
cítrico), directamente o indirectamente, o de los aminoácidos como la arginina [5]. 
En  cuanto  a  los  nutrientes  esenciales  para  poder  sobrevivir  en mostos  y  vinos,  las  BL 
necesitan  elementos  químicos  esenciales  como  carbono,  nitrógeno  y  sales  minerales.  El 
























realización  de  la  FML,  ya  que  aunque  ésta  se  realiza  a  pHs  tan  bajos  como  3.0‐3.2,  el  pH 
óptimo  para  la  realización  de  la misma  es  de  3.8  [101].  La  actividad metabólica  de  las  BL 
también  está  influenciada  por  el  pH.  En  vinos  de  bajo  pH,  el metabolismo  se  dirige  a  la 
realización de la FML, en cambio en vinos de pH alto se redirecciona hacia la fermentación de 






que  la  bacteria  que  crece  en  vino  es  capaz  de  adaptarse  mejor  a  la  presencia  de  este 
compuesto [100].   La capacidad de  las BL de crecer y sobrevivir en vino disminuye cuando  la 
concentración de etanol  está por encima de los 10 grados alcohólicos. O. oeni y algunas cepas 
de  Pediococcus  tienen  alta  tolerancia  al  etanol,  mientras  que  las  cepas  del  género 
Lactobacillus  toleran  cantidades  inferiores  a  15  grados  alcohólicos,  excepto  el  caso  de 
Lactobacillus  trichodes  que  ha  sido  aislado  de  vinos  con  un  20%  de  etanol.  Además,  la 
tolerancia al etanol de  las BL  se  ve  afectada por  la  temperatura  y el pH, de manera que  a 
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levaduras y bacterias,  tanto  lácticas  como acéticas. El  concepto de SO2  total  comprende  las 
formas  libre  y  combinada  de  éste.  La  forma  combinada  no  es  activa  frente  a  los 
microorganismos y está en equilibrio con las sustancias capaces de combinarlo (etanol, ácidos 











 Aunque  la  dosis máxima  legal  depende  del  tipo  de  vino,  para  controlar  la microbiota 
autóctona son suficientes concentraciones de 100‐150 mg/L de SO2 total, 50‐100 mg/L de SO2 
combinado y 1‐10 mg/L de SO2 libre. La resistencia de las BL al anhídrido sulfuroso depende de 
la  especie, del pH, de  la presencia de  sustancias que  combinen  con  el  SO2  y de  los  sólidos 
insolubles presentes en el vino. El SO2 molecular penetra hacia el citoplasma por difusión a 
través de  la membrana de  las BL, y en el  interior celular encuentra un pH próximo a 6.5. A 















aumenta  el  riesgo  de  alteración  del  vino  por  el  aumento  de  la  acidez  volátil  a  causa  del 
metabolismo  de  BL  y  bacterias  acéticas  indígenas.  En  cambio,  en  el  caso  de  temperaturas 
inferiores a 18°C la FML se ralentiza, por lo que la duración de ésta es mayor [100]. 
1.5.6. Las interacciones microbianas 





Al  inicio  de  la  FA  las  levaduras  inhiben  el  crecimiento  de  las  BL  mediante  diversos 
fenómenos de antagonismo.  Las  interacciones entre ellas  son  complejas  y dependen de  las 
cepas presentes. La inhibición se considera desde dos puntos de vista: la competencia por los 
nutrientes y  la  formación de metabolitos  inhibidores  [107‐114]. Por un  lado, en el mosto en 
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fermentación  las  levaduras asimilan más  rápidamente que  las BL  los nutrientes debido a  su 
mayor masa. Además, agotan ciertas sustancias nutritivas necesarias para el desarrollo de las 
BL,  especialmente  aminoácidos  como  la  arginina  [115,  116].  Por  otro  lado,  las  levaduras 
durante  la  FA  excretan  al medio metabolitos  que  perturban  el  crecimiento  bacteriano.  El 
principal es el etanol, que es el responsable en gran medida de la inhibición o incluso muerte 
de  algunas  especies  de  BL,  sobre  todo  cuando  supera  el  6%  (v/v)  [117].  Otro  inhibidor 
importante  de  las  BL  es  el  anhídrido  sulfuroso  que  pueden  producir  algunas  cepas  de 
levaduras durante la FA. La capacidad de S. cerevisiae para sintetizar este compuesto depende 







membrana  [29,  123,  124].  Se  han  descrito  también  proteínas  catiónicas  con  efecto 
antibacteriano  potente  que  secretan  algunas  cepas  de  S.  cerevisiae  [125‐128].  Incluso  hay 
autores que han descrito el efecto tóxico sobre las BL de otros compuestos sintetizados por las 
levaduras  como  el  β‐feniletanol  o  el  ácido  succínico  [129,  130]. O.  oeni  es  la  especie más 
resistente a estos fenómenos de antagonismo y se ha estudiado extensamente su interacción 





Sin  embargo,  también  existen  interacciones  positivas  entre  levaduras  y  BL.  La  relación 
sinérgica  entre  levaduras  y  BL  se  basa  en  diferentes  aspectos.  Por  un  lado,  las  levaduras 
liberan  vitaminas  y  aminoácidos  que  facilitan  el  crecimiento  bacteriano  tras  la  FA  [131]. 
Además,  la  lisis  celular  de  las  levaduras  al  final  de  la  FA  enriquece  el medio  en  elementos 
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nutritivos,  aumentando  sobre  todo  las  fuentes  de  nitrógeno  [29].  También  se  liberan 
polisacáridos y proteínas de la pared celular que estimulan el crecimiento de las BL mediante 




[134],  la presencia de BL no  tiene efecto  sobre el crecimiento de  las  levaduras, pero puede 
acelerar  la muerte  de  éstas.  Este  fenómeno  puede  deberse  a  la  formación  de metabolitos 
bacterianos inhibidores o a la eliminación de ciertos factores de supervivencia requeridos por 
las levaduras. Sin embargo, otros autores han demostrado que ciertos metabolitos bacterianos 
como el propionato o el acetato sí  limitan el crecimiento de  las  levaduras y  la producción de 
etanol [135]. También puede existir competencia frente a algún nutriente como la arginina, el 
ácido pirúvico o el etanal. Se ha observado una muerte más rápida de las levaduras en cultivos 
mixtos,  con  lo  cual  las  BL  pueden  resultar  responsables  de  paradas  fermentativas  [134].  





Existen  cepas  de  BL  aisladas  de  vino  que  producen  sustancias  que  causan  la muerte  o 





grupos  sulfhidrilo  y  la  desnaturalización  de  las  enzimas  que  los  contienen  [141].  También 
puede causar peroxidación de  los  lípidos de membrana aumentando  la permeabilidad de  la 
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148].  Estos  péptidos  interaccionan  con  polímeros  aniónicos  de  la  pared  celular  formando 
poros  transitorios  o  canales  iónicos  que  disminuyen  la  fuerza  protón‐motriz  y  acaban 
permeabilizando  y  desestabilizando  la  membrana  plasmática  bacteriana.  Las  bacterias 































de  las  BL  [160‐164].  Algunos  polifenoles  del  vino  como  los  taninos  tienen  efecto 
antimicrobiano  e  inhiben  el  crecimiento  de  las BL  en  el  vino  [165].  El  ácido  vainíllico  y  los 






El  uso  de  lisozima  en  el  sector  enológico  tiene  como  fin  disminuir  la  población  de  BL 






superiores a 3.5 y  suele usarse en vinos con el  fin de  inhibir a  las BL causantes de posibles 
alteraciones. La lisozima complementa la actividad del SO2 que en esas condiciones de elevado 
pH es baja  [170]. Se añade al mosto o vino con el  fin de bloquear  temporalmente  la FML y 
reducir así  las dosis de SO2 utilizadas en conservación. Al contrario que el SO2, su eficacia no 
disminuye con el aumento de pH sino que aumenta, ya que el pH óptimo de esta enzima es de 
7.0. Además no es  tóxica y no  tiene  incidencia organoléptica. Su acción depende de  la dosis 
empleada, del pH del vino, y de las especies y concentración de BL que existen en el medio. Se 





objetivo  de  controlar  el  crecimiento  y  la  actividad  de  las  BL.  Diversas  experiencias  han 
mostrado que  la aplicación de  lisozima en dosis de 500 mg/L al mosto o en dos adiciones, al 
comienzo y al  final de  la FA,  consigue  reducir, e  incluso eliminar,  las BL  indígenas. Por otra 
parte, la aplicación de lisozima tras la FML, permite reducir los niveles de SO2 empleados para 
la estabilización microbiológica del vino [46, 172].  
Sin  embargo,  el  uso  de  lisozima  también  presenta  inconvenientes,  ya  que  ésta  puede 




Existen otros  factores que afectan a  la  concentración de BL durante  la vinificación, a  su 
crecimiento y a  su metabolismo. Uno de ellos es el ácido  tartárico, que en concentraciones 
superiores a 4 g/L tiene efecto desfavorable en el crecimiento de las BL. También los pesticidas 
añadidos  para  el  control  fitosanitario  de  las  viñas  afectan  negativamente  a  las  BL  [173]. 
Técnicas  enológicas  como  la  clarificación  del  mosto  por  sedimentación,  filtración  o 
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centrifugación, el  intercambio  iónico y  la estabilización por frío eliminan tanto a  las bacterias 
como  a  los  posibles  nutrientes  para  su  crecimiento.  En  cambio,  un  excesivo  contacto  del 
mosto con los hollejos aumenta la proporción de BL en el vino y aporta nutrientes [102] 
2. CULTIVOS INICIADORES PARA VINIFICACIÓN
Los  cultivos  iniciadores  consisten  en  preparaciones  de  microorganismos  vivos  que  se 
utilizan para que  lleven a  cabo determinadas  reacciones en procesos  industriales  [174].  Los 
cultivos  iniciadores  pueden  contener  una   mezcla  de  cepas  desconocidas,  denominándose 
cultivos  indefinidos,  una mezcla  de  cepas  definidas,  denominándose  cultivos mixtos,  o  una 
sola cepa, denominándose cultivos simples [174]. 
Las  cepas microbianas  destinadas  a  cultivos  iniciadores  deben  cumplir  unos  requisitos 
esenciales.  En  primer  lugar  los  preparados  comerciales  deben  de  ser  seguros:  no  deben 
contener  patógenos  ni  microorganismos  con  actividad  tóxica.  Además  deben  exhibir  alta 
efectividad tecnológica, debiendo ser capaces de  imponerse sobre  la microbiota autóctona y 
de realizar la actividad metabólica requerida. Igualmente, es un requisito indispensable desde 
el  punto  de  vista  económico  el  que  sea  factible  la  producción  de  una  elevada  cantidad  de 
biomasa.  El  cultivo  iniciador  debe  de  ser  susceptible  de  preservarse  por  refrigeración, 







BL  para  la  industria  de  productos  lácteos  fermentados,  se  aplican  los  primeros  criterios de 
selección y producción de cultivos  iniciadores malolácticos eficaces. De este periodo data  la 





primeros  criterios  que  se  consideraron  en  los  primeros  programas  de  selección  de  cultivos 
malolácticos que se realizaron en los años 70 [46]. La especie que más frecuentemente forma 




Desde  hace  años  se  han  publicado  numerosos  trabajos  acerca  de  un mejor  control  del 
proceso de la FML mediante la utilización de cultivos iniciadores seleccionados [85, 177‐182]. 
Con  la adición de bacterias malolácticas se trata de aportar al vino una elevada población de 
bacterias  en  fase  activa,  de  forma  que  se  asegure  el  completo  desarrollo  de  la  FML  y  se 
controle la calidad a través de la naturaleza y cantidad de los productos secundarios formados 
por  las  cepas  seleccionadas  [46].  La  inoculación  con  cultivos  iniciadores  seleccionados 
disminuye la posibilidad de contaminación por parte de otras BL contribuyendo a la estabilidad 
microbiológica del vino. Además, garantiza un rápido inicio de la FML y un mejor control sobre 
la  producción  de  compuestos  organolépticos  del  vino,  contribuyendo  así  al  aumento  de  su 
complejidad  [183].  La  microbiota  indígena  puede  generar  desviaciones  sensoriales 
desconocidas  y  que  pueden  ser  perjudiciales  para  las  cualidades  sensoriales,  y  también 
pueden  producir  sustancias  tóxicas  como  las  aminas  biógenas  y  el  carbamato  de  etilo.  La 
adición  de  cultivos  iniciadores  permite  anticipar  con  precisión  la  duración  de  la  FML  y  por 
tanto de la vinificación en su totalidad. Además, el coste económico que representa el uso de 












además  el  que  posean  un metabolismo  limitado  de  las  hexosas  y  las  pentosas.  Entre  los 
criterios de  segundo orden  están  la  cinética de  crecimiento  y  supervivencia  en  vino  tras  la 
inoculación, así como la cinética de degradación del ácido málico. Los criterios de tercer orden 
incluyen una limitada interacción del cultivo iniciador con las levaduras en la FA y con otras BL, 
la  resistencia a  fagos,  la ausencia de capacidad aminobiogénica y un potencial  limitado para 
formar diacetilo y acetoína. 
Posteriormente,  Krieger‐Weber  [21]  revisó  estos  criterios  en  los  términos  que  quedan 
recogidos en la Tabla 5. 
2.1.3. Especies utilizadas en los cultivos malolácticos 
Existen  cultivos  iniciadores  malolácticos  comercializados  por  varias  empresas 
especializadas. Están basados en distintas especies como O. oeni, L. plantarum o Pediococcus 


















































PRODUCTOR  ESPECIE CULTIVOS PRESENTACIÓN 















Pickering Wine Supplier  Pediococcus spp.  44‐40  Liofilizado 
Pediococcus spp.  54‐40  Liofilizado 
Biosource Flavours  O. oeni  Leuconostoc  Liofilizado 











bien  adaptadas  a  concentraciones  elevadas  de  etanol,  al  bajo  pH  y  a  una  limitada 












Las bacterias de  la especie  L. plantarum  son  capaces de  realizar  la FML en vino, ya que 
poseen el enzima maloláctico. Este enzima  fue descrito por primera  vez en esta especie.  L. 
plantarum es menos eficiente que O. oeni para  llevar a cabo  la FML, ya que  la expresión del 
enzima maloláctico depende de la concentración de ácido málico en el medio, sin embargo la 
actividad  maloláctica  es  mayor.  Al  tratarse  de  un  enzima  inducible,  la  FML  mejora 
progresivamente  cuanto mayor  es  la  concentración  inicial  de  L‐malato,  pero  cuanto mayor 
resulta la concentración de L‐láctico L. plantarum disminuye la velocidad de la FML, mientras 
que en O. oeni la velocidad de la FML es independiente de la concentración de L‐láctico en el 




han  descrito  mayor  proporción  de  cepas  de  esta  especie  que  presentan  actividades 
enzimáticas de interés como las actividades tanasa, citrato liasa y β‐glucosidasa que en O. oeni 
[190]. 





y  L.  plantarum.  Se  observó  que  esta  bacteria  no  aumentaba  la  AV  del  vino  ni  inhibía  la 






se multiplicaban en el mosto y desaparecían progresivamente durante  la FA   hasta  su  total 




En  los  últimos  años  la  empresa  Lallemand  ha  desarrollado  una  nueva  generación  de 
cultivos iniciadores basados en cepas de L. plantarum para llevar a cabo la FML en vinos de pH 
elevado. Deleris‐Bou y Krieger‐Weber describen que  se han  realizado ensayos  comparativos 
con cultivos iniciadores liofilizados de la cepa CNCM‐12924 de L. plantarum y de la cepa EQ54 
de O. oeni [192]. Cuando la cepa CNCM‐12924  se inoculaba directamente al finalizar la FA, la 
degradación del ácido málico empezaba  inmediatamente. En cambio, en  los vinos  inoculados 
con  la  cepa  EQ54  de  O.  oeni  transcurrieron  8  días  para  observar  un  descenso  de málico. 
Además, en los vinos inoculados con O. oeni la microbiota indígena fue capaz de desarrollarse, 
mientras que en el  inoculado  con  L. plantarum no. Además  se observó que  cuando  la  cepa 




que a pHs elevados  las cepas de L. plantarum crecen más  rápidamente que  las cepas de O. 
oeni,  llevando a cabo  la FML de una forma más rápida y segura. Este cultivo puede utilizarse 
tanto en  coinoculación  con  la  levadura  fermentativa  como en  inoculación  secuencial.  Se ha 
demostrado que es capaz de sobrevivir tras  la  inoculación directa y puede  inducir  la FML en 
vinos con un contenido en etanol inferior al 15.5%, un pH superior a 3.5, un contenido de SO2 









proceso.  Se  ha  observado  la  capacidad  de  esta  cepa  de  degradar  la  ocratoxina  A  y  se  ha 
comprobado su incapacidad para producir aminas biógenas [188]. 
2.1.4. Posibles momentos de inoculación del cultivo iniciador 
No  hay  un  enfoque  general  para  la  inoculación  de  cultivos  iniciadores malolácticos.  El 
momento más conveniente para la inoculación depende de muchos factores de la vinificación, 
siendo  los  más  importantes  la  composición  del  mosto,  la  cepa  de  levadura  fermentativa 
responsable de  la FA y  las técnicas de vinificación. Generalmente se ha recomendado que se 
realice  al  finalizar  la  FA  para  evitar  el  picado  láctico,  aunque  investigaciones  recientes 
mencionan  la posibilidad de  inocular simultáneamente  la  levadura y  la bacteria en el mosto  
mediante la estrategia denominada coinoculación [193]. Otros autores plantean la posibilidad 
de una inoculación temprana de las BL antes de que finalice la FA, mientras que otros plantean 
su  siembra algún  tiempo después del  fin de  la FA para  lograr una óptima estabilización del 
color en vinos tintos. 
La estrategia más ampliamente utilizada es  la  inoculación secuencial, en  la cual el cultivo 
bacteriano  se  inocula  al  final  de  la  FA.  Este  método  no  plantea  riesgo  de  metabolismo 
bacteriano de  los azúcares y evita el aumento de  la AV. En general,  los enólogos de Burdeos 
recomiendan  esta  estrategia  de  inoculación  para  prevenir  el  picado  láctico  del  vino  [165]. 
Además,  de  esta manera  se  evita  gran  parte  de  la  toxicidad  que  ejercen  los  ácidos  grasos 
procedentes de las levaduras sobre las BL, ya que la concentración de éstos disminuye tras la 
FA. En este momento también existe una mayor disponibilidad de nutrientes para las bacterias 




más  se  usa  cuando  el  cultivo  iniciador  está  compuesto  por  cepa(s)  de  O.  oeni,  especie 
altamente  resistente al etanol. Pocas cepas de Lactobacillus son capaces de  llevar a cabo  la 
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FML  en  estas  condiciones,  ya  que  su  tolerancia  al  etanol  es muy  baja  si  este  supera  los  8 




de proceder  con un  cultivo maloláctico de  L. plantarum  [197].   Si  las BL  se  inoculan en ese 
momento y antes que las levaduras, el crecimiento bacteriano se ve potenciado por la elevada 
cantidad  de  nutrientes  y  la  ausencia  de  levaduras  y  de  etanol.  En  estas  condiciones  las BL 
como L. plantarum, crecen y pueden realizar la FML rápidamente. 
Actualmente existe un gran  interés en  la coinoculación de  la  levadura  fermentativa y  las 
bacterias malolácticas en el mosto. Esta estrategia  resulta beneficiosa para el crecimiento y 
metabolismo de  las bacterias, ya que  tienen mayor disponibilidad de nutrientes y no se ven 
expuestas  a  las  altas  concentraciones  de  etanol  que  existen  en  el  vino.  Sin  embargo,  esta 
técnica también presenta inconvenientes, ya que los vinos en los que la FML se ha realizado de 







esta técnica,  la FML se simultanea con  la FA, acortándose  la duración total de  la vinificación 
[194,  204],  ya  que  permite  adelantar  la  estabilización  de  los  vinos  con  anhídrido  sulfuroso 
evitando que el vino esté desprotegido durante los largos periodos de tiempo que requiere la 
inoculación de la bacteria al final de la FA [194, 198]. Igualmente, se facilita la implantación de 
la  bacteria  inoculada  respecto  a  cuando  se  inocula  al  final  de  la  FA  [204].  Además,  se  ha 
comprobado que  la aplicación de esta estrategia disminuye el contenido en aminas biógenas 
de los vinos [204]. Otros beneficios ligados a la estrategia de coinoculación es que el contenido 
en  azúcares  residuales  es  menor  en  estos  vinos  que  en  los  que  se  han  inoculado 
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mayor  intensidad  de  aromas  debida  a  la  síntesis  de  acetato  de  etilo,  alcoholes  superiores, 
acetatos  y  ésteres,  y  a  la  reducción  de  las  concentraciones  de  acetoína  y  butirolactona. 
Además, en estos vinos se aprecia un aumento de la redondez y tanicidad dulce en boca [204, 
206]. Por el contrario, los vinos elaborados mediante inoculación secuencial presentan aromas 





cultivos  no  requiere  el  tratamiento  de  secado  ni  liofilización  como  ocurre  con  los  cultivos 
iniciadores  tradicionales.  Ello  garantiza  el mantenimiento  de  un mayor  número  de  células 
viables  activas  en  el  preparado  y  también  en  el  producto  en  el  que  se  inoculan.  Otra 
alternativa  son  los  cultivos  congelados  en  los que  las  células  se mantienen  a  temperaturas 
entre  ‐18 y  ‐20°C, pero  la modalidad más ampliamente utilizada de cultivos malolácticos son 





horas, a una temperatura similar a  la del vino a  inocular.   La evolución de  la metodología de 




Para  la  elaboración  de  los  cultivos  liofilizados  de  inoculación  directa,  las  bacterias  se 
someten a una fase de aclimatación durante el proceso de producción. Este proceso le facilita 
a  la  bacteria  la  supervivencia  en  el  ambiente  hostil  del  vino  tras  la  inoculación,  sin  una 
reducción  importante  del  número  de  células  viables  y  sin  la  consiguiente  pérdida  de  la 
actividad  maloláctica.  A  través  de  esta  fase  de  aclimatación  las  bacterias  adquieren 
mecanismos de resistencia que les permiten regular el pH intracelular para mantener viable la 




Otro  tipo  de  cultivos  liofilizados  son  aquellos  que  requieren  un  corto  periodo  de  
rehidratación. En este caso las células son sometidas a un estrés más suave durante su fase de 
producción, generando bacterias menos preacondicionadas, y por ello  requieren de una  fase 
de  aclimatación  antes  de  su  inoculación  en  vino.  Estos  cultivos  han  sido  desarrollados  para  
ofrecer una solución económicamente más  rentable que  los de  inoculación directa, gracias al 
mayor rendimiento en biomasa que se obtiene al crecer en condiciones de producción menos 
estresantes. Durante  la  fase de aclimatación,  la activación del  sistema metabólico bacteriano 
proporciona  rápidamente un cultivo muy activo  tras  la  inoculación,  lo que  se  traduce en una 
corta  fase de  latencia y un  rápido  inicio de  la FML. Esta  fase de aclimatación no es necesaria 
cuando  se  aplican  estrategias  de  coinoculación  con  levaduras  en  mosto  y  cuando  las  
condiciones del vino son compatibles con  la supervivencia de  la cepa, sobre todo en pHs altos 
[183].
2.2.   Aplicación de cultivos de   L. plantarum   para evitar el pardeamiento de los 
vinos 
El pardeamiento del vino es un proceso natural que comienza cuando la uva se prensa. 
Se  traduce  en  un  cambio  de  color  hacia  la  gama  del  amarillo‐marrón  que  se  hace 





posterior  oxidación  dan  sales  de  xantilo  coloreadas  [207,  208].  La  actividad  de  los 
microorganismos asociados a  la vinificación también puede  influir en  las reacciones químicas 
que dan lugar al pardeamiento. Debido a que el proceso de polimerización de flavanoles que 
genera pigmentos de color marrón depende de la naturaleza y de la concentración relativa de 
los  compuestos  fenólicos  presentes  [209],  la  interacción  entre  las  BL  con  los  compuestos 
fenólicos  del  vino  (ya  comentados  en  el  apartado  1.5.7)  puede  influir  en  el  proceso  de 
pardeamiento [210]. 







una  mayor  aceptación  entre  los  consumidores  y  sería  un  método  no  objetable  para  la 
producción de vinos orgánicos y ecológicos. Además, carecería de las restricciones  legales de 
los métodos físico‐químicos empleados de forma habitual [210]. Para ello se han usado ciertas 
levaduras  fermentativas,  ya  que  las  paredes  celulares  de  éstas  son  capaces  de  adsorber 
polímeros de color marrón [211, 212] o disminuir la producción de los mismos al ser capaces 
de  adsorber  intermediarios  incoloros  de  la  reacción  [213,  214].  Sin  embargo,  el  uso  de 
levaduras  para  este  fin  puede  alterar  las  cualidades  organolépticas  del  vino  debido  a  su 
capacidad para la formación de aromas indeseables. 
 Se  ha  observado  que  ciertas  BL  pueden  disminuir  el  pardeamiento,  tal  y  como  lo 
demostraron Curiel y col. por primera vez [215]. Como consecuencia de ello, recientemente se 
ha  desarrollado  la  patente  WO  2011/151494A1,  titulada  “Uso  de  bacterias  lácticas  para 
conservar los flavanoles de un producto alimenticio y prevenir el pardeamiento del vino”. Esta 






consiguiendo  disminuir  en  un  29%  el  pardeamiento,  sin  afectar  a  las  propiedades 
organolépticas  del  vino.  La  capacidad  antipardeamiento  de  L.  plantarum  sería  de  especial 





El  cambio  climático  se  ha  definido  como  una  alteración  en  los  tradicionales  regímenes 
termo‐pluviométricos.  El  cambio  climático  supone  una  serie  de  variaciones  atmosféricas  y 
climáticas  que  afectan  seriamente  a  todo  hábitat  y  seres  vivos,  y  cuyas  consecuencias  se 




media  global  del  planeta  ha  aumentado,  debido  principalmente  a  la  emisión  de  gases  a  la 
atmósfera por parte del ser humano. El aumento medio de la temperatura anual desde 1972 a 
2002  ha  sido  de  1.8°C  [216].  Como  consecuencia  de  este  aumento  de  temperatura,  los 
fenómenos meteorológicos extremos como lluvias y tormentas son más intensos, y las sequías 
se han multiplicado. Otra  consecuencia del aumento de  temperatura del planeta ha  sido  la 
retracción de  las  capas y extensiones de hielo en ambos polos y en  las  zonas más  frías del 
globo, lo que a su vez ha contribuido a un aumento del nivel del mar en todo el mundo. Todo 
ello ha producido cambios en el comportamiento de algunas especies de animales y vegetales 





Estos  fenómenos  han  tenido  consecuencias  importantes  en  la  composición  de  las  uvas, 
observándose una descompensación entre  la madurez fenólica y  la madurez  industrial de  las 
mismas.  Así,  se  generan  cosechas  tempranas  que  dan  lugar  a  mostos  con  una  elevada 
concentración de azúcares y una baja concentración de ácidos. Esto conduce a vinos con un 
elevado contenido en etanol, de elevado pH y baja AT.  
Un  ejemplo  de  los  efectos  del  cambio  climático  es  el  que  ha  ocurrido  en  la  región 
vitivinícola  de  la  Rioja,  donde  en  los  últimos  años  se  ha  observado  un  aumento  de  0.4 
unidades de pH en los vinos, registrándose actualmente valores de pH de entre 3.6‐3.8 frente 
a los valores de 3.2‐3.4 que se registraban hace 20 años [217]. También se ha comprobado que 







fenólicos  ha  aumentado  durante  la  maduración,  mientras  que  el  contenido  en  ácidos 
orgánicos, particularmente el ácido málico, ha disminuido  [221‐223]. Además, al alargarse el 
periodo con temperaturas más elevadas,  la tasa metabólica de  la planta aumenta durante  la 
maduración del fruto, lo cual afecta a la acumulación de ciertos metabolitos  en las uvas, como 
el potasio. El potasio entra en  las células de  la uva mediante un  fenómeno de antiporte con 
protones  que  genera  un  aumento  directo  del  pH  en  las  mismas  [2,  217,  222,  224‐226]. 
También se produce una menor síntesis de antocianidinas en las uvas, por lo cual las uvas de 
zonas más cálidas   presentan un color menos  intenso [227, 228]. En cuanto a  los aromas,  las 
elevadas temperaturas propocionan menores niveles de precursores aromáticos varietales en 
las uvas, a concentraciones equivalentes de azúcares [229, 230]. 
A  su  vez,  los  fenómenos  que  ocurren  en  las  uvas  debidos  al  cambio  climático  tienen 




[216,  231,  232].  Las  elevadas  concentraciones  de  azúcar  en  las  uvas  y  la  consiguiente  alta 
concentración  de  etanol  durante  la  FA  afectan  de  forma  importante  a  la  vinificación. 
Concentraciones elevadas de azúcares pueden causar  inhibición del crecimiento o  la  lisis de 
microorganismos  a  causa  del  estrés  osmótico,  lo  cual  puede  traducirse  en  paradas 
fermentativas  [232]. En uvas alteradas, bacterias acéticas  y  lácticas  y algunas  levaduras no‐
Saccharomyces  que  pueden  desarrollarse  durante  las  paradas  de  fermentación  producen 
acido acético a partir de los azúcares no fermentados. La FML también se ve afectada por los 
niveles elevados de alcohol, ya que  las BL se encuentran más  inhibidas en estas condiciones 







organolépticas  importantes.  El  riesgo  de  alteración  es mayor  en  estadíos  tempranos  de  la 
fermentación,  debido  a  que  unos  niveles  bajos  de  etanol  no  garantizan  la  estabilidad 
microbiológica.  Estas  condiciones  también  permitirían  el  crecimiento  incontrolado  de  BL  o 
levaduras  alterantes  como  Dekkera/Brettanomyces  que  pueden  aumentar  el  riesgo  de 
producción de  toxinas  (aminas biógenas) o de provocar alteraciones organolépticas  (fenoles 
volátiles) [234‐236]. La competición por los nutrientes entre los microorganismos no deseados 
y las levaduras fermentativas puede dar lugar a paradas fermentativas. Aunque estas paradas 
pueden  ser  reconducidas  con  la  adición  de  nutrientes,  no  es  fácil  evitar  la  producción  de 
metabolitos  indeseables como el ácido acético, debida a  la proliferación de microorganismos 
peligrosos. También pueden formarse por esta causa otros metabolitos como el acetaldehído 


























están  parcialmente  salificadas  [242].  Provienen  de  la  uva  o  de  los  procesos  metabólicos 
llevados a cabo por  los microorganismos. Se han descrito numerosos ácidos orgánicos en el 





vino. Es el único de entre  todos  los poliácidos que  tiene parcialmente  salificados  todos  sus 
grupos  carboxílicos  con  potasio  y  con  calcio,  generando  sales  poco  solubles  que  pueden 
precipitar [242].  En las uvas maduras se puede encontrar en cantidades variables de 3.5 hasta 
11.5 g/L. Las altas  temperaturas hacen que se catabolicen grandes cantidades de este ácido 
durante  la  maduración,  mientras  que  la  humedad  y  las  bajas  temperaturas  hacen  que 
aumente  su  concentración en  los  frutos.    Se  encuentra en  la  forma  isomérica  L(+),  y es en 










Además,  la    vid  es  capaz  de  sintetizar  otros  ácidos  que  se  presentan  en  las  uvas  en 





Una  técnica de acidificación  física de vinos consiste en el  tratamiento de  los mismos con 




la estabilización  tartárica de  los mismos mediante esta  técnica. En este  reglamento se exige 
que la disminución del pH producida sea inferior a 0.3 unidades y que el pH alcanzado tras el 
tratamiento  no  sea menor  a  3.0.  Esta  operación  consiste  en  pasar  el  vino  a  través  de  una 
columna  de  resina  polimerizada  que  actúa  como  un  polielectrolito  insoluble,  en  el  cual  se 
eliminan de forma parcial los cationes calcio y potasio del vino (Figura 5). Las resinas utilizadas 
tienen  en  su  interior  un  ácido mineral,  como  el  ácido  sulfúrico,  fijando  hidrogeniones,  los 




ácido mineral,  iniciándose de nuevo  el  ciclo de  trabajo. Con  este  sistema  se pueden  lograr 
notables modificaciones  del  pH  del  vino,  sin  los  inconvenientes  que  presenta  la  utilización 
directa  de  ácidos  minerales,  cuya  adición,  además,  está  prohibida.  Se  pueden  obtener 
descensos de pH de hasta 0.2 unidades sin alterar  las condiciones del vino. La OIV especifica 




El  reglamento  OENO  361/2010  de  la  OIV  sobre  la  acidificación  de  vinos  regula  este 




en ácido tartárico. Es un método físico que se basa en  la extracción de  iones del vino bajo  la 
acción de un campo eléctrico. Los procedimientos con electromembranas permiten extraer los 
iones de las soluciones. Utilizan membranas de permeabilidad selectiva a través de las que la 
transferencia de  los  iones está garantizada por  la  ley de Coulomb mediante  la aplicación de 
una  corriente  eléctrica  continua  entre  dos  electrodos  a  cada  uno  de  los  lados  de  las 
membranas  semipermeables.  Las  membranas  bipolares  están  constituidas  de  una  cara 
aniónica y otra catiónica superpuesta. Esta doble membrana, cuidadosamente asociada a una 





enología  permite  aumentar  la  acidez  total  del  vino,  obtener  vinos  con  características 








de  acidificación  de  vinos. Además,  para  los  países miembros  de  la UE,  la  acidificación  está 
limitada  por  el  Reglamento  del  Consejo  en  el  que  se  regula  la  organización  del mercado 
vitivinícola  sobre “Prácticas y tratamientos enológicos autorizados”. Los puntos principales de 
este reglamento son: 
‐ La  práctica  de  acidificación  está  permitida  en  las  zonas  vitícolas  CII,  CIIa  y  CIIIb, 
descritas  en  el  anexo  III  del  Reglamento  (CE)  nº  1493/1999,  entre  las  cuales  se 
encuentra España. 





‐ La  acidificación  y  aumento  artificial  del  grado  alcohólico  natural,  así  como  la 
acidificación y desacidificación de un mismo producto, se excluyen mutuamente. 
‐ La  acidificación  ha  de  realizarse  mediante  la  adición  directa  de  ácidos  orgánicos 









que  debe  utilizarse,  quedando  excluidas  las  otras  formas  isoméricas  de  este  ácido, 
especialmente el  racémico de  síntesis o DL‐tartárico.  Éste deberá de  ser de origen  vegetal, 





sulfúrico o 1 g/L en ácido  tartárico. Es  recomendable  realizar  la corrección de  la acidez con 




a un contenido total de 1 g/L, cifra que debe  incluir  la pequeña cantidad proveniente de  las 
uvas, que se estima alrededor de 0.3 g/L [243]. Debe evitarse su empleo como ácido corrector 
en  la vendimia, pues puede ser rápidamente metabolizado por  las BL en caso de eventuales 
paradas  de  fermentación  o  de  una  posterior  FML,  pudiendo  elevar  la  AV  de  los  vinos.  Su 
utilización  se  reduce  a  la  corrección  final  de  la  acidez  de  los  vinos  blancos  antes  del 




prácticas enológicas aprobadas por  la OIV   mediante el  reglamento OENO 29‐2004  [243]. El 
ácido  láctico  fue  descubierto  por  el  químico  sueco  Scheele  en  1780  en  la  leche.  Su 
composición química  responde  al nombre de  2‐hidroxi‐propanoico  y  su  fórmula química  es 
C3H6O3. Tiene un peso molecular de 90, un pKa de 3.8 y posee un carbono asimétrico, con  lo 
cual  puede  adoptar  dos  formas  ópticamente  activas,    L(+)  y  D(‐).  Es  un  líquido  incoloro  o 
ligeramente  amarillento,  con  aspecto  de  sirope,  de  sabor  netamente  ácido  con  gusto 
ligeramente lácteo. Sus propiedades organolépticas permiten su aplicación en vinificación, ya 
que tiene un perfil sápido de tipo ácido suave de efecto persistente prolongado. Además, no 






un  lado,  confiere  a  los  vinos  estabilidad  química  y  microbiológica,  y  además  mejora  sus 
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cualidades  sensoriales.  También mejora  la  vinificación  facilitando  la  clarificación  cuando  se 
combina con bajas dosis de SO2 y garantiza una adecuada evolución de los aromas durante el 
envejecimiento.  La  adición  de  este  ácido  garantiza  la  armonía  de  los  ácidos  del  vino, 
mejorando  también el brillo, vivacidad, equilibrio y  frescura del mismo. Además, permite un 
aumento notable de la AT y de la capacidad tampón, al conservar el contenido en potasio del 





Como  alternativa  a  la  acidificación química  ciertos  autores han  considerado  alternativas 
biológicas. La ventaja de estas metodologías es que no están sujetas a las restricciones legales 
estrictas de  los métodos químicos, que  son  los empleados de  forma habitual. Además, esta 




construyó  clonando  en  un  plásmido multicopia  el  gen  que  codifica  para  la  enzima  lactato 
deshidrogenasa  (LDH) de Lactobacillus casei  (organismo GRAS). Esta  levadura expresa el gen 
LDH  bajo  el  promotor  propio  del  gen  que  codifica  para  la  enzima  alcohol  deshidrogenasa 
(ADH1).  Mediante  este  proceso,  la  levadura  convierte  la  glucosa  en  alcohol  y  lactato 
simultáneamente, de manera que el 20% de  la glucosa  se convierte en este ácido  [244]. En 
vinos  obtenidos  con  esta  fermentación  ácido‐alcohólica  se  obtienen  entre  2.6  y  8.6  g/L  de 
ácido L(+)‐láctico. En comparación con  la FA clásica, el uso de esta  levadura proporciona un 
descenso del pH de 0.2‐0.35 unidades de pH, y una concentración de 5‐8 g/L de ácido láctico. 
Además, se  reduce un 0.25%  (vol/vol)  la concentración  final de etanol como  resultado de  la 
desviación  del  carbono  hacia  la  producción  de  ácido  láctico.  Se  ha  observado  una  tasa  de 
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fermentación más  lenta en esta  levadura, pero  la capacidad para completar  la FA no resulta 




Otra  alternativa  ha  sido  la  aplicación  en  la  vinificación  de  levaduras  seleccionadas 
productoras de altas cantidades de ácido málico, que sean capaces de aumentar la AT del vino 
durante  la  FA. Urrutia  y  col.  (2005)  llevaron  a  cabo  la  selección  de  cepas  de  S.  cerevisiae 
productoras  de  ácido  málico  y  las  inocularon  en  mostos  pobres  de  este  ácido  para  que 
aumentasen  la  acidez  de  los  vinos  resultantes.  Las  mejores  cepas  lograron  niveles  de 
producción de ácidos de entre 0.91‐1.02 g/L,  lo que dio  lugar a una disminución significativa 
del pH de los vinos [246].  




adición conjunta de  levaduras y bacterias seleccionadas permitió aumentar  la AT a  los vinos. 
Estos  autores demostraron que  los  vinos  acidificados de esta manera presentaban mejores 









OIV,  tal  como  quedó  reflejado  en  la  Reunión  de  los  Grupos  de  Expertos  en  Tecnología  y 
Microbiología del Vino de dicho organismo, celebrada en Paris en 1997. 
Una  de  las  estrategias  para  tratar  de  solucionar  el  problema  de  baja  acidez  de  los 
mostos  consiste  en  potenciar  la  acidificación  mediante  el  uso  de  bacterias  lácticas, 
previamente seleccionadas para su uso en vinificación. 
Los objetivos generales que se han abordado en este trabajo son los siguientes: 
 Seleccionar  cepas del  género  Lactobacillus productoras de elevados niveles de  ácido
láctico para llevar a cabo la acidificación biológica de mostos de baja acidez.
 Desarrollar  y  optimizar  un  procedimiento  de  acidificación  biológica  transferible  a
bodega.
 Evaluar  el  comportamiento  y  características  de  los  inóculos,  producidos  según
procedimientos  comerciales  estándar,  en  vinificaciones  a  escala  de  laboratorio  y  de
planta piloto.




























































































El pH del medio  se ajustó a 4.8  con HCl 10N,  y  se autoclavó a 115°C durante 30 
minutos. 
Para evitar el  crecimiento de  levaduras en  cultivos mixtos  se añadieron al medio 































































































Los  recuentos  de  células  totales  se  realizaron  en  Cámara  de  Thoma  mediante  un 
microscopio de contraste de fases (Leica DMB 5000). 
3.2. Recuento de células viables en placa 
El  recuento  de  bacterias  viables  se  realizó  tras  diluir  decimalmente  las  muestras  con 




de  bacterias  viables,  que  se  expresó  como  unidades  formadoras  de  colonias  por mililitro 
(UFC/mL). 
El  recuento  de  levaduras  viables  se  realizó  siguiendo  el mismo  procedimiento  anterior, 
realizándose la siembra en placas de medio GPYA. 
3.3. Recuento de células vivas y muertas mediante microscopía de fluorescencia 
En  paralelo  al  recuento  en  placa  anteriormente  descrito  se  llevó  a  cabo  un  recuento 
microscópico  de  células  vivas  y muertas  utilizando  para  ello  el  kit  LIVE/DEAD®  BacLightTM 
(Invitrogen).  Este  kit  comercial  se  compone  de  dos  fluoróforos,  el  SYTO9®  que  emite 
fluorescencia verde y el ioduro de propidio que emite fluorescencia roja. El SYTO9® penetra en 
todas  las células,  tanto vivas como muertas, pero el  ioduro de propidio  solo penetra en  las 
células con  la membrana celular dañada, de manera que al microscopio de  fluorescencia  las 
células viables se observaron de color verde y  las muertas de color  rojo. Para  realizar dicho 
recuento  se  diluyeron  las muestras  de  forma  adecuada  hasta  obtener  una  concentración 
aproximada  de  105‐106  células  totales/mL. Un mL  de  los  cultivos  diluidos  hasta  alcanzar  la 
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concentración  anterior  se  centrifugó  a  8000  rpm  en  una  centrífuga  Prismr  (Labnet 
International  Inc.)  durante  5 minutos  y  se  eliminó  el  sobrenadante  resultante.  Las  células 
sedimentadas se resuspendieron en 100 µL de agua Milli U (Millipore), a los que se añadieron 
0.15 µL de SYTO9® y 0.15 µL de ioduro de propidio. Transcurridos 15‐20 minutos de incubación 
con  los  fluorocromos en oscuridad,  se depositó 1 µL de  cada muestra en  los pocillos de un 
portaobjetos  gelatinizado  para  su  observación  en  un microscopio  de  epifluorescencia  Leica 
DMRB, y equipado con una lámpara de mercurio de alta presión de 100 W. 
Para  realizar  los  recuentos  de  células  vivas  y  muertas  se  obtuvieron  diez  imágenes 
diferentes  (diferentes  campos)  de  las  preparaciones  mediante  una  cámara  fotográfica 
acoplada  al microscopio.  A  partir  de  estas  imágenes  y  utilizando  el  programa  informático 
Adobe Photoshop®  se estimó  la concentración de células vivas y muertas y  se determinó  la 
proporción de ambas en la muestra. 
3.4. Medida  del  crecimiento mediante  lectura  de  la  D.O.  600  nm  de  cultivos 
líquidos 
El crecimiento en cultivos  líquidos se evaluó mediante medición de  la D.O. 600 nm, bien 
directamente  en  tubos  transparentes  de  polipropileno,  bien  en microplacas  de  96  pocillos 
(FalconTM  Microplates,  BD).  Para  la  lectura  del  crecimiento  en  los  tubos  se  utilizó  un 
espectrofotómetro  CE  373  (CECIL),  ajustando  la  longitud  de  onda  de  lectura  a  600  nm  y 
estableciendo como blanco el medio de cultivo sin inocular. Se realizaron lecturas a diferentes 
intervalos de tiempo.  
Para observar el  crecimiento de  los  cultivos  realizados en microplacas,  se monitorizó de 
forma  continua  la  D.O.  600  nm  en  un  lector  de microplacas  FLUOstar  Optima Microplate 
Reader  (BGM  LABTECH,  GmbH),  equipado  con  un  agitador  y  unidad  de  control  de 
temperatura. Se ajustó la longitud de onda de lectura a 600 nm y se estableció como blanco el 
medio de cultivo sin inocular, como en el caso anterior. Se obtuvieron los datos mediante un 








alícuota,  se  centrifugó  a  10000  rpm  en  una  centrífuga  Prismr  (Labnet  International  Inc.) 
durante  10 minutos  y  se midió  el  pH  del  sobrenadante mediante  un  electrodo  SenTix  81 
(WTW)  acoplado  a  un  pHmetro  pH330i  (WTW).  En  el  caso  de medidas  de  pH  en  ensayos 
realizados  en microplacas  se  utilizó  un  electrodo  Slimtrode  (Hamilton)  acoplado  al mismo 
pHmetro, sumergiendo directamente el electrodo en los diferentes pocillos. 
4.2. Análisis de compuestos mediante HPLC 
Para  realizar  el  análisis  de  compuestos  presentes  en  los  medios  de  cultivo  y  en 
mostos/vinos se utilizó un equipo HPLC. Las muestras se procesaron directamente o diluidas 
1:10 en el caso de mostos, debido a su elevada concentración de azúcares. Todas las muestras 
(diluidas o no) se centrifugaron en una centrifuga Prismr  (Labnet  International  Inc.) a 10000 
rpm durante 10 minutos para eliminar células e impurezas, y el sobrenadante se filtró a través 




y  compartimento  termostatizado  de  columna  (Agilent  serie  1200).  Se  inyectaron  5  µL  de 
muestra.  La  fase móvil  consistió  en  una  solución  de  0.75 mL  de H3PO4  del  85%  de  pureza 








A  partir  de  los  datos  cuantitativos  obtenidos  se  realizó  el  cálculo  de  los  siguientes 
parámetros: 
A. Consumo de azúcares 





% de azúcares consumidos = ሾ௚௟௨௖௢௦௔	ሺ௚ ௅ሻା௙௥௨௖௧௢௦௔	ሺ௚ ௅ሻሿ⁄⁄ ೔೙೔೎೔ೌ೗	–	ሾ௚௟௨௖௢௦௔	ሺ௚ ௅ሻା௙௥௨௖௧௢௦௔	ሺ௚ ௅ሻሿ⁄⁄ ೑೔೙ೌ೗ሾ௚௟௨௖௢௦௔	ሺ௚ ௅⁄ ሻା௙௥௨௖௧௢௦௔	ሺ௚ ௅ሻሿ⁄ ೔೙೔೎೔ೌ೗  x 100 
B. Consumo de ácido málico 
El porcentaje de ácido málico consumido por los microorganismos en la muestra se calculó 
observando  la  proporción  entre  la  concentración  de  ácido málico  final  y  la  concentración 
inicial en la misma.  






El  ácido  láctico  proveniente  de  la  FML  se  calculó  teniendo  en  cuenta  la  estequiometria 
teórica de la reacción maloláctica que da lugar a  1 g de ácido láctico a partir de 1.5 g de ácido 
málico. 
áܿ݅݀݋	݈áܿݐ݅ܿ݋	ሺܨܯܮሻ ൌ 	 áܿ݅݀݋	݉á݈݅ܿ݋	ሺ݃ ܮ⁄ ሻ௜௡௜௖௜௔௟ െ	áܿ݅݀݋	݉á݈݅ܿ݋	ሺ݃ ܮ⁄ ሻ௙௜௡௔௟1.5  
Para  la determinación del  ácido  láctico proveniente de  la  fermentación de  azúcares, es 
decir,  por  fermentación  láctica  (FL),  se  halló  la  diferencia  entre  el  ácido  láctico  total 
determinado por HPLC y el ácido láctico proveniente de la FML. 
áܿ݅݀݋	݈áܿݐ݅ܿ݋	ሺܨܮሻ ൌ áܿ݅݀݋	݈áܿݐ݅ܿ݋	ݐ݋ݐ݈ܽ	ሺ݃ ܮ⁄ ሻ െ áܿ݅݀݋	݈áܿݐ݅ܿ݋	ܨܯܮ	ሺ݃ ܮ⁄ ሻ 
D. Consumo de ácido cítrico 
El  porcentaje  de  ácido  cítrico  consumido  se  calculó  observando  la  proporción  entre  la 
concentración de ácido cítrico consumido y la concentración inicial del mismo en la muestra.  
%	áܿ݅݀݋	ܿíݐݎ݅ܿ݋	ܿ݋݊ݏݑ݉݅݀݋ ൌ 	áܿ݅݀݋	ܿíݐݎ݅ܿ݋	ሺ݃ ܮ⁄ ሻ௜௡௜௖௜௔௟ െ	áܿ݅݀݋	ܿíݐݎ݅ܿ݋	ሺ݃ ܮ⁄ ሻ௙௜௡௔௟	áܿ݅݀݋	ܿíݐݎ݅ܿ݋	ሺ݃ ܮ⁄ ሻ௜௡௜௖௜௔௟ 	ݔ	100 
E. Rendimiento de la fermentación láctica 
El rendimiento total de  la FL se determinó calculando  la proporción entre el ácido  láctico 
producido a partir de los azúcares y los azúcares consumidos en el ensayo. 
ܴ݁݊݀݅݉݅݁݊ݐ݋	ሺ%ሻ ൌ 	 áܿ݅݀݋	݈áܿݐ݅ܿ݋	por	FL	ሺg L⁄ ሻܽݖúܿܽݎ݁ݏ	ܿ݋݊ݏݑ݉݅݀݋ݏ	ሺg L⁄ ሻ ݔ100 
4.3. Análisis de compuestos volátiles mediante cromatografía de gases 
Para  la  determinación  de  los  compuestos  aromáticos  de  los  vinos  se  ha  utilizado  la 








(dietiléter  y n–pentano,  en proporción  2:1)  y  se  colocó  en un  baño  de ultrasonidos  a  20°C 
durante 10 minutos. Se  introdujo  la mezcla en un embudo de decantación para conseguir  la 
separación de  las fases, se añadieron 10 mL de disolvente, se mantuvo de nuevo 10 minutos 
en  ultrasonidos  a  20°C  y  finalmente  se  dejaron  separar  las  fases  por  decantación.  Si  era 





la muestra en un  rotavapor modelo Büchi R–114  sumergido en un baño de agua  caliente a 
40°C  (modelo  P  Selecta  Tectron  3473100).  Con  ello  se  logró  la  eliminación  parcial  del 
disolvente, tras lo cual, se concentró la muestra en corriente de nitrógeno hasta conseguir un 
volumen final de 1 mL. 
Las  condiciones  aplicadas  para  la  identificación  de  compuestos  volátiles  en  el 
cromatógrafo  de  gases  fueron:  temperatura  del  horno  50°C  durante  5  minutos,  y 
posteriormente  se  incrementó  hasta  225°C  con  diferentes  rampas  de  1  y  2°C/minuto.  La 
temperatura de  inyector y detector fue de 270°C, y el gas portador, hidrógeno. Se estableció 
un cromatograma de referencia inyectando 1 L de una solución patrón con los componentes 
que  se  pretendía  identificar.  La  solución  patrón  se  preparó  de  acuerdo  con  el  método 
empleado por Herranz y col. [248]. 





5. TÉCNICAS  MOLECULARES  DE  IDENTIFICACIÓN  Y
TIPIFICACIÓN 
La  técnica molecular  16S‐ARDRA  (Amplification  Ribosomal  DNA  Restriction  Analysis) 
permite  la  identificación  a  nivel  de  especie  de  las BL  [250],  y  por  ello  se  ha  utilizado  para 
comprobar  la  identidad  de  las  cepas  bacterianas.  La  técnica  de  RAPD  (Randomly Amplified 
Polymorphic DNA) permite la caracterización molecular a nivel de cepa (tipificación mediante 












en  un  termociclador  Techne  PTC‐100TM  (M.J. Research, Watertown, USA)  y  el  programa  de 
amplificación utilizado fue el siguiente: desnaturalización a 94°C durante 5 minutos, 35 ciclos 
de:  94°C  durante  30  segundos,  56°C  durante  30  segundos  y  72°C  durante  1  minuto,  y 
elongación final a 72°C durante 5  minutos. 
El  producto  de  la  amplificación  se  reveló  por  electroforesis  en  un  gel  al    1.2%  (v/v)  de 
agarosa (SeaKem LE agarose, FMC), aplicando una corriente de 80 V durante 1 hora. Se utilizó 
como  sistema  tampón  Tris‐borato  EDTA  0.5M,  pH  8.0  [252]  y  como  marcador  de  peso 
molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). El gel se tiñó con bromuro de etidio 0.5 µg/mL 




Tal  como  Rodas  y  col.  [250]  describen,  el  fragmento  amplificado  se  digirió mediante  el 
enzima  de  restricción  MseI  (New  England  Biolabs,  USA)  siguiendo  las  indicaciones  del 




Los perfiles de  restricción obtenidos  se  compararon  con perfiles de  cepas de  referencia 
incluidos  en  la  base  de  datos  ENOLAB  contenidos  en  el  programa  informático BioNumerics 
versión 6.5  (Applied Maths). El  análisis de  similitud de  los perfiles 16S‐ARDRA obtenidos  se 

























6. EVALUACIÓN  DE  MEDIOS  DE  CULTIVO  PARA
DETERMINAR  EL  CRECIMIENTO  DE  LAS  BL  Y  SU 
CAPACIDAD ACIDIFICANTE  
El objetivo de esta parte del trabajo fue diseñar un medio de cultivo de laboratorio similar 
a  un mosto  o  vino  real  en  el  que  realizar  diversos  ensayos  con  las  BL.  Para  establecer  la 
formulación más  adecuada  se  evaluó  el  crecimiento  de  las  bacterias  en microplacas  de  96 
pocillos  (FalconTM Microplates, BD).  Los pocillos  se  rellenaron  con 200 µL de  los medios de 




evaporación  durante  el  periodo  de  incubación  en  microplaca,  los  pocillos  periféricos  se 
rellenaron  con  agua  destilada  estéril  y  la microplaca  inoculada  se  cubrió  con  un  adhesivo 
sellador de microplacas (Perkin Elmer) y se selló perimetralmente con parafilm para proceder 
a  su  incubación  durante  una  semana  a  28°C.  El  crecimiento  se  determinó  a  partir  del 




7. PROGRAMA  DE  SELECCIÓN  DE  CEPAS  DE  BL  PARA
PROMOVER LA ACIDIFICACIÓN BIOLÓGICA DEL VINO 
En el programa de  selección de  cepas de BL para promover  la acidificación biológica de 
vinos  se  consideraron  criterios de  selección de primer  y  segundo orden,  a  los  cuales  se  les 
adjudicó una puntuación numérica. Se consideraron criterios de primer orden el que las cepas 




a  las  que  generaron  un  descenso  de  pH  en  el  medio  mayor  a  0.35  unidades,  a  las  que 
completaron la FML durante su periodo de crecimiento, y a las que sintetizaron una cantidad 
superior a 12 g/L de ácido láctico  a partir de los azúcares.  
Como  criterios  de  segundo  orden  se  consideraron  la  resistencia  a  los  compuestos 
inhibidores de BL utilizados en vinificación, como la lisozima y el anhídrido sulfuroso. Las cepas 
que mostraron  una mayor  ABC  en  presencia  de  estos  inhibidores  fueron  puntuadas  con  5 
puntos. 




la D.O. 600 nm de  los cultivos  realizados en  tubos  transparentes de polipropileno  (apartado 
3.4.). A partir de las curvas de crecimiento obtenidas se calculó el parámetro cuantitativo área 
bajo  la curva  (ABC) mediante el método de  los  trapezoides. El parámetro ABC se basa en el 
cálculo del área total que existe debajo de la curva de crecimiento poblacional, considerando 








La  capacidad  acidificante  de  los microorganismos  engloba  el  balance  entre  la  síntesis  y 
degradación de varios compuestos del medio que  influyen sobre el valor de pH del medio al 
final del ensayo. Por un  lado,  la  síntesis de ácido  láctico, ácido  cítrico, ácido málico y ácido 
acético disminuye el pH del medio, mientras que la degradación de ácido cítrico y ácido málico 
aumentan el pH del mismo. 
La  síntesis  y  degradación  de  los  ácidos  orgánicos  se  determinó mediante  el  análisis  del 
medio por HPLC como  se  indica en el apartado 4.2 de Material y Métodos, mientras que  la 




















HPLC para  la cuantificación de  las concentraciones finales de glucosa, fructosa, ácido  láctico, 
málico y cítrico, tal como se ha descrito en el apartado 4.2.  
Para  la  caracterización  de  las  cepas  en  base  a  la  proporción  de  isómeros  D‐láctico  y 
L‐láctico que sintetizan, se ha empleado un kit enzimático para  la cuantificación del  isómero 
L‐láctico en el medio  (12802, Biosystems). Este método se basa en  la reacción del enzima L‐






medio MRS  líquido  y  se  incubaron  durante  una  semana  a  28°C.  Finalizado  este  periodo  se 
analizaron  los  caldos  de  cultivo  libres  de  células  mediante  el  kit  enzimático,  diluyendo 





de  los azúcares se determinó mediante el cálculo de  la   diferencia entre el ácido  láctico total 
cuantificado por HPLC y el L‐láctico determinado por el kit enzimático. 
8.2. Determinación de la resistencia a la presión osmótica  
Para determinar  la resistencia   de  la cepa Enolab 4323 a  la elevada presión osmótica del 
mosto,  se observó el  crecimiento de  la misma en el medio MC diluido  varias  veces. Así, el 
medio MC  se  utilizó  de  forma  directa,  y  diluido  1:2,  1:3,  1:4,  1:5  y  1:6.  Las  diluciones  se 
realizaron  con  agua  destilada,  y  los  medios,  una  vez  esterilizados  por  autoclave  a  115°C 
durante 30 minutos  se distribuyeron en  tubos de ensayo de 12 mL. Los distintos medios  se 







13%  (v/v).  Los  diferentes  medios  se  prepararon  adicionando  al  medio  MRS  líquido  las 







Para  determinar  el  efecto  sobre  la  cepa  Enolab  4323  del  mosto  parcial  o  totalmente 
fermentado  se utilizaron dos  tipos de medios que  simulan  las etapas de una  fermentación: 
sintéticos  y  naturales.  De  este  modo  también  se  pudo  determinar  si  la  inhibición  del 





levadura  comercial  Saccharomyces  cerevisiae  Uvaferm  VN®  (Lallemand),  según  las 
instrucciones del fabricante, y se incubó durante 9 días para que llevase a cabo la FA. El medio 








una  FA, es decir,  aumentando progresivamente  la  concentración de etanol  y disminuyendo 
progresivamente  la  concentración  de  azúcares,  tal  como  se  describe  en  la  Tabla  8.  Los 
diferentes medios  se distribuyeron en  tubos de 12 mL y  se procedió a  la  inoculación con  la 

















Se  analizó  la  capacidad  que  presentaban  las  cepas  seleccionadas  para  producir  aminas 
biógenas. Ello se abordó de dos maneras: por un  lado se procedió a detectar  la presencia de 
los genes responsables de la síntesis de histamina, tiramina y putrescina mediante PCR, y por 
otro  lado  se  verificó  por HPLC  la  producción  de  estas  aminas  en  un medio  de  cultivo  que 
contenía los aminoácidos precursores.  
A. Determinación  de  la  presencia  de  genes  que  codifican  para  las  enzimas  histidina 






PCR  se  llevaron  a  cabo  en  un  volumen  total  de  50  µL,  que  contenía  1  µM  del  cebador 
específico correspondiente al gen diana a detectar, 200 µM de cada uno de los dNTP (Roche), 
10 mM  de  Tris‐HCl  pH  8.8,  50 mM  de  KCl,  0.1%  de  Tritón  X‐100,  2 mM  de MgCl2,  1 U  de 
DyNazymeTM  II ADN polimerasa  (Finnzymes), y 1 µL de ADN extraído  [78]. Las  reacciones de 
Material y Métodos 
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PCR  se  llevaron  a  cabo  en un  termociclador  Techne  PTC‐100TM  (M.J. Research, Watertown, 
USA),  siguiendo  las  condiciones  de  amplificación  descritas  en  la  Tabla  9  [77‐79].  Los 






hdc tdc aguA ptcA
Cebadores  JV16HC/JV17HC P1rev/p0303 aguA‐R/aguA‐F  ptcA‐R/ptcA‐F
Tamaño del amplicón  367 pb  370 pb  830 pb  350 pb 




95°C 5 min   94°C 5 min   95°C 5 min   95°C 5 min  
40 ciclos:  35 ciclos:  40 ciclos:  40 ciclos: 
94°C 1 min  94°C  1  94°C 1 min  94°C 1 min 
40°C 1 min  50°C  1  53°C 1 min  53°C 0.5 min 
72°C 1 min  72°C  1  72°C 2 min  72°C 1 min 
72°C 20 min  72°C 10 min  72°C 10 min  72°C 10 min 




separado  (histidina,  tirosina  y  arginina).  Las  aminas  producidas  se  cuantificaron mediante 
HPLC. Las cepas se  inocularon en 10 mL de este medio a una concentración  final de 2 x 106 
UFC/mL. El cultivo se incubó durante de 20‐30 días a 28°C. 
Una vez  finalizado el periodo de    incubación,  se extrajo una muestra de 1.5 mL de cada 
cultivo, de la que se eliminaron las células por centrifugación a 8000 rpm durante 10 minutos 








continuación se pasaron 0.6 µL de  la muestra por  la columna, en  la que quedaban retenidas 
las  aminas  biógenas.  La  columna  se  sometió  a  3  lavados  consecutivos  con  3  tipos  de 
soluciones, 2 mL de 10 mM H3PO4:metanol (90:10), 2 mL de 10 mM NaOH:metanol (70:30) y 2 
mL  de  10  mM  CaCl2:metanol  (70:30),  intercalados  con  lavados  de  2  mL  de  agua  MilliQ 
(Millipore). Después,  los analitos se eluyeron con 1.2 mL de solución 100 mM NaOH:metanol 
(65:35),  y  se  recogieron  en  un  vial  con  100  µL  de HCl  1.2 M  para  su  neutralización  [255]. 




A partir de  la muestra derivatizada se  llevó a cabo    la cuantificación de aminas biógenas 
producidas mediante  un  sistema  HPLC  Agilent  1200SL  equipado  con  un  desgasificador  en 
línea,  inyector automático, calentador de columna y detector de fluorescencia. La separación 
cromatográfica  se  realizó  con  una  columna  de  250  mm  x  4.6  mm  (Luna  C18  sílice, 












9. PUESTA  A  PUNTO  DEL  SISTEMA  DE  ACIDIFICACIÓN
BIOLÓGICA DE VINOS MEDIANTE LA INOCULACIÓN DE BL 
SELECCIONADAS 
Para  poner  a  punto  el  sistema  de  acidificación  biológica  de  vinos  se  evaluaron 
diferentes  parámetros  que  pudieran  afectar  al  comportamiento  de  las  BL  durante  la 
vinificación.  Para  ello  se  realizaron  diferentes  ensayos  en  los  cuales  se  analizó  la  dinámica 
poblacional  de  los microorganismos  implicados mediante  recuentos  de  viables  en  placa,  la 
evolución del pH y de los productos consumidos y producidos mediante HPLC. 
9.1. Elección de la estrategia de inoculación del cultivo bacteriano 
Para  evaluar  el  mejor  momento  de  inoculación  del  cultivo  bacteriano  durante  la 
vinificación se evaluaron tres estrategias:  









realizó  el  experimento  fue  como  se  describe  a  continuación.  Una  de  las  BL  seleccionadas 
(Enolab  4608)  se  inoculó  en  medio MC  a  una  concentración  final  de  2  x  106  UFC/mL,  y 
transcurrida  una  semana  se  inoculó  la  levadura  Uvaferm  VN®  (Lallemand)  según  las 
instrucciones del fabricante. En la estrategia de coinoculación, las BL se inoculan también en el 
mosto  pero  de  forma  simultánea  a  las  levaduras,  esperando  en  este  caso  que  la  FL  de  los 
azúcares  se  realice  de  forma  paralela  a  la  FA  y  a  la  FML.  En  el  ensayo  se  inocularon 
Material y Métodos 
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simultáneamente  en medio MC  la  cepa  Enolab  4608  y  la  levadura Uvaferm  VN®,  ambas  a 
concentraciones  finales de 2 x 106 UFC/mL. La  inoculación secuencial se planteó para que  la 





Los ensayos  se  realizaron en matraces de  vidrio estériles  con 100 mL de medio MC. En 
todos  los casos se evaluó el consumo de azúcares y de ácido málico,  la producción de ácido 
láctico,  la  evolución  del  pH  y  las  dinámicas  de  las  poblaciones  de  bacterias  y  levaduras, 
estimadas a partir de los recuentos de viables en placa, desde la inoculación de éstas y hasta 
pasadas 1‐2 semanas. Para ello se tomaron muestras diariamente de los cultivos. 
9.2. Determinación  del  periodo  de  actuación  de  las  bacterias  lácticas  para 
generar la acidificación deseada 
Una vez decidida la estrategia de inoculación se determinó el periodo de tiempo necesario 
para que  las BL produjesen 3 g/L de ácido  láctico.  La  cepa de  L. plantarum Enolab 4608  se 
inoculó  a una  concentración  final de 2  x 106 UFC/mL en 10 mL de medio MC. El  cultivo  se 
incubó  durante  15  días  a  28°C.  Durante  el  transcurso  del  ensayo  se  extrajeron muestras 
diariamente para la realización de los análisis indicados en el apartado 9.1.  
9.3. Elección  de  la  cepa  de  levadura  encargada  de  realizar  la  fermentación 
alcohólica 





compatibilidad de  las  cepas de BL  seleccionadas  con  cuatro  levaduras  comerciales, a  fin de 
elegir la mejor combinación. Las levaduras comerciales utilizadas Uvaferm VN®, Lalvin QA23®, 





final  de  2  x  106  UFC/mL  y,  transcurridas  72  horas  se  inocularon  las  levaduras  según  las 
instrucciones del fabricante. Los cultivos se incubaron a 28°C hasta el final de la FA. Un matraz 
se inoculó únicamente con la BL pero no con levaduras, sirviendo como control de crecimiento 
bacteriano  en  solitario,  y  otro matraz  se  estableció  como  control  sin  inocular  con  ningún 
microorganismo. Durante el  transcurso del ensayo  se extrajeron muestras diariamente para 
evaluar  la  cinética  poblacional  de  las  BL  inoculadas.  Al  final  del  ensayo  se  determinó  la 
variación  de  pH  del medio  y  el  consumo/producción  de  azúcares  y  ácidos.  La  levadura  a 
seleccionar sería aquella que permitiera un crecimiento más prolongado de  las bacterias, un 
mayor  descenso  de  pH  del medio,  una menor  cantidad  de  azúcares  residuales  y  de  ácido 
málico, y una mayor  cantidad de ácido  láctico y de ácido  cítrico. A partir de estos datos  se 
revelaría la mejor combinación levadura‐bacteria.  
9.4. Evaluación  del  efecto  del  pH  del mosto  en  la  efectividad  del  proceso  de 
acidificación biológica 















uno  de  ellos  se  consideró  como  control  y  se mantuvo  sin  inocular,  otro  se  inoculó  con  la 
levadura  fermentativa,  estableciéndose  éste  como  control  de  FA.  En  el  tercer  matraz  se 
inoculó la cepa de L. plantarum Enolab 4608 a una concentración final de 2 x 106 UFC/mL y a 
los  6  días  se  inoculó  la  levadura  fermentativa  Uvaferm  VN®,  según  las  instrucciones  del 
fabricante. Los cultivos se incubaron a 28°C durante 15 días. Durante el transcurso del ensayo 
se  extrajeron muestras  a  diferentes  intervalos  de  tiempo  para  la  realización  de  los  análisis 
químicos y microbiológicos descritos en el apartado 9.1 de Material y Métodos.  




bacteria  acidificante.  Para  garantizar  que  el mosto  permaneciese  sin  fermentar  el  tiempo 
necesario  para  que  se  desarrollen  las  BL,  se  le  adicionaron  enzimas  que  lisan  las  paredes 
celulares  de  las  levaduras  propias  del  mosto  provocando  su  muerte.  Sin  embargo,  estos 
enzimas  pueden  ejercer  su  efecto  también  sobre  la  levadura  comercial  que  se  inocula  con 
posterioridad. Con el ensayo que se describe se evaluó el efecto que ejercían estos enzimas 










Para  ello  se  distribuyeron  20 mL  de mosto  natural  en  tres matraces;  uno  no  se  trató  con 
ningún  preparado  enzimático  y  los  dos  restantes  se  trataron  con  Lallzyme  MMXTM  y 
Glucanex®,  respectivamente.  Para  evaluar  el  efecto  sobre  la  microbiota  autóctona  se 
realizaron siembras de viables en placas de GPYA a las 0, 4, 24, 48 y 72 horas de la adición de 








en 10 mL de agua destilada estéril  consiguiendo una  solución  concentrada de 0.1 g/mL. De 
esta  solución  de  inocularon  10  µL  en  cada  ensayo  correspondiente,  consiguiendo  de  esta 
manera una dosis de 5 g/hL (50 mg/L) en el medio MC, que es la dosis que indica el proveedor. 











y  tintos  tanto  filtrados  amicrobicamente  como  sin  filtrar,  es  decir,  conteniendo  su  propia 
microbiota autóctona. En todos ellos se inoculó Enolab 4608, a una concentración final de 2 x 
106 UFC/mL en 20 mL; se incluyeron controles sin inocular. Los cultivos se incubaron durante 1 
semana  a  28°C,  extrayéndose  muestras  diariamente  para  realizar  análisis  de  dinámica 
poblacional de la bacteria inoculada, del consumo de azúcares y ácido málico, de la producción 
de  ácido  láctico  y  cítrico,  y medida del pH del producto  final.  Se determinó el efecto de  la 
presencia de microbiota autóctona comparando estos parámetros en los diferentes medios. 
9.7. Evaluación  del  efecto  de  la  concentración  de  polifenoles  del mosto  en  el 
proceso de acidificación biológica 
Se evaluó de qué manera afecta  la concentración de polifenoles del mosto al proceso de 
acidificación  biológica,  ya  que  éstos  se  consideran  compuestos  inhibidores  de  las  BL.  Se 
utilizaron los medios M, A+B, BE y A+T, que presentan un rango creciente de concentración de 
polifenoles 
Se  inoculó  la  cepa  de  L.  plantarum  Enolab  4608  a  una  concentración  final  de  2  x  106 
UFC/mL en 20 mL de estos cuatro medios de cultivo,  incluyendo en el experimento también 
medios control sin inocular. Los cultivos se incubaron durante 1 semana a 28°C, extrayéndose 














agua  destilada  para  conseguir  una  disolución  concentrada  de  lisozima  de  10 mg/mL  y  se 
esterilizó mediante un  filtro de  jeringa de 0.22 µm. Esta disolución concentrada se añadió al 
medio  MC  en  las  cantidades  adecuadas  para  conseguir  las  concentraciones  indicadas 
anteriormente.  Una  vez  conseguidos  los medios  de  cultivo  suplementados  con  diferentes 
concentraciones de  lisozima  se distribuyeron en  tubos ensayo de 12 mL, e  inmediatamente 
después se procedió a la inoculación de las BL a una concentración final de 2 x 106 UFC/mL. Los 
tubos se incubaron a 28°C durante 11 días. 
Para  determinar  la  resistencia  a  la  lisozima  de  las  cepas  se  extrajeron muestras  de  los 
cultivos a  lo  largo del ensayo y se comparó el ABC obtenido mediante  la  lectura diaria de  la 




las  cepas  se  inocularon  en  medio  MC  suplementado  con  diferentes  concentraciones  de 






y  se esterilizó  la disolución por  filtración  a  través de un  filtro de 0.22 µm. Esta  solución  se 
añadió  al medio MC  en  las  cantidades  suficientes  para  conseguir  la  concentración  de  SO2 
deseada. Una vez preparados los diferentes medios de cultivo, éstos se distribuyeron en tubos 
de  12  mL  e  inmediatamente  después  se  procedió  a  la  inoculación  de  las  BL  a  una 
concentración final de 2 x 106 UFC/mL. Los tubos se incubaron durante 11 días a 28°C. 
Para  determinar  qué  cepas  de  BL  eran  las  más  resistentes  al  anhídrido  sulfuroso  se 
extrajeron muestras de los cultivos a lo largo del ensayo y se compararon las ABC obtenidas a 
partir de la medida diaria de la D.O. 600 nm, los recuentos de viables en placas de medio MRS, 
la  medida  de  pH  en  el  producto  final  y  las  concentraciones  de  diferentes  compuestos 
producidos y consumidos mediante análisis por HPLC. 
10. PRODUCCIÓN  INDUSTRIAL  Y  APLICACIÓN  DEL
CULTIVO  INICIADOR  PARA  LA  INDUCCIÓN  DE 
ACIDIFICACIÓN BIOLÓGICA EN VINOS 
Dado que uno de  los objetivos de esta tesis era  la selección de bacterias acidificantes 
que  pudiesen  transferirse  a  la  industria,  las  cepas  seleccionadas  se  prepararon  en  forma 
liofilizada, ya que ésta es  la  forma más ampliamente utilizada en el sector enológico para  la 
inoculación  de  cultivos  bacterianos.  Para  ello  se  requirió  la  colaboración  de  la  empresa 
Lallemand  que  tiene  una  amplia  experiencia  en  la  producción  de  cultivos  iniciadores  para 
alimentación. Se analizó la resistencia de las cepas al proceso de producción estándar de estos 
cultivos,  así  como  la  efectividad  de  los mismos  una  vez  inoculados  en mosto.  También  se 






10.1. Optimización  del  sistema  de  producción  industrial  del  cultivo  iniciador 
liofilizado 
Con el fin de optimizar las condiciones de producción del cultivo iniciador, se evaluaron las 
características  que  exhibía  la  cepa  Enolab  4608    cuando  era  sometida  a  6  procesos  de 
producción diferentes, propios de la empresa Lallemand y de los cuales se ignoran los detalles, 
ya que están bajo secreto industrial.  Estos 6 procesos generaron 10 preparados distintos.  
En  la Tabla 10  se muestran  las denominaciones y características de  los  lotes  industriales 
proporcionados  por  Lallemand.  Una  vez  producidos  en  la  empresa,  se  evaluaron  las 
características  que  presentaron  los  preparados  comerciales:  la  viabilidad  de  las  células,  el 
grado de contaminación con otros microorganismos y la capacidad acidificante de los mismos. 














Para  determinar  la  viabilidad  de  los  preparados  se  realizaron    recuentos  de  células 
totales  y  viables,  y  se  estimaron  los  porcentajes  de  viabilidad.  Las  células  viables  se 
cuantificaron mediante dos métodos, el  recuento mediante  siembra en placas de MRS, y el 




Thoma.  La  metodología  usada  para  los  diferentes  tipos  de  recuento  se  describe  en  los 
apartados 3.1, 3.2 y 3.3 de Material y Métodos. 































10.2. Producción  de  los  cultivos  iniciadores  liofilizados  y  evaluación  de  sus 
características 
Una  vez  determinadas  las  condiciones  que  daban  lugar  a  mayores  rendimientos  en 
biomasa y en capacidad acidificante, se aplicaron a la fabricación de preparados liofilizados de 




PREPARADO COMERCIAL CEPA AÑO CÉLULAS/GRAMO 
S4538  Enolab 4538 2009 1.7 x 1011
S4555  Enolab 4555  2009  2.5 x 1011 
S4634  Enolab 4634  2009  2.1 x 1011 
S4608  Enolab 4608  2009  1.6 x 1011 
S4555  Enolab 4555  2010  1.8 x 1011 
S4607  Enolab 4607  2010  1.8 x 1011 
S4608  Enolab 4608  2010  1.8 x 1011 
Enoferm V22®  Enoferm V22®  2010  1.8 x 1011 
Lalvin VP41®  Lalvin VP41®  2010  1.8 x 1011 
S4607  Enolab 4607  2011  3.0 x 1011 
S4608  Enolab 4608  2011  2.6 x 1011 
 La  producción  de  cultivos  iniciadores  liofilizados  se  llevó  a  cabo  durante  tres  años 
consecutivos, 2009, 2010 y 2011, en  la empresa Lallemand (Toulouse, Francia). Estos cultivos 
iniciadores se produjeron a partir de diferentes cepas, según la selección de cepas realizada en 

























La  rehidratación  se  llevó  a  cabo de  la  siguiente  forma:  se  tomaron 0.2  g del preparado 
comercial  y  se  resuspendieron  en  10 mL  de  agua  estéril  para  conseguir  una  concentración 
aproximada de 7.5  x 109  células/mL, determinado por  recuento en Cámara de Thoma. Para 
determinar el número de células viables  iniciales en el preparado  se  realizó un  recuento de 
viables en placas de MRS. A continuación, esta suspensión de células se diluyó 1:10 en cada 
solución  de  rehidratación  anteriormente  descrita,  consiguiendo  una  concentración  final 
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aproximada  de  7.5  x  108  células/mL.  Las  células  se  rehidrataron  durante  2  horas  en  estas 
soluciones. Trascurrido este tiempo, se inocularon 500 µL de las células rehidratadas en 50 mL 
de medio MC  (aproximadamente 7.5  x 106  células/mL),  a  fin de evaluar el  crecimiento  y  la 
acidificación  de  las  células  sometidas  a  distintos  procedimientos  de  rehidratación.  El 
preparado hidratado en agua destilada  se  inoculó a  la misma concentración. Los cultivos  se 
incubaron  a  28°C  durante  72  horas,  extrayéndose  muestras  para  análisis  a  diferentes 




Una  vez  seleccionadas  las  cepas de BL para  su utilización en el proceso de  acidificación 
biológica  y  establecido  el  proceso  de  producción  industrial  de  los  cultivos,  se  realizaron 
ensayos de acidificación biológica a nivel semiindustrial. Estos ensayos tuvieron lugar durante 








S4608  y  S4555,  comparándose  su  comportamiento  con  el  de  L.  plantarum  Enoferm  V22®, 
comercializado por Lallemand como cultivo maloláctico para vinos de pH elevado. También se 
utilizó  la  cepa  comercial  de  O.  oeni  Lalvin  VP41®  para  que  llevase  a  cabo  la  FML  en  las 
vinificaciones control. En este año,  todos  los cultivos  iniciadores se rehidrataron en agua sin 
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cloro previamente a su  inoculación. Como  levaduras fermentativas se utilizaron  las  levaduras 
























Para  la  vinificación  en  tinto,  se  utilizó  mosto  procedente  de  uva  de  la  variedad 




de  3  g/100  Kg  de  uva  del  enzima  EXV®  (Lallemand).  Al  inicio  de  la  vinificación  el mosto 
presentaba una densidad de 1064, un grado alcohólico probable de 13.2%, una AT de 5.46 
expresada  en  g/L  de  ácido  tartárico,  un  pH  de  3.69,  y  unas  concentraciones  de D‐láctico  y 
málico  de  0.19  y  2.30  g/L  respectivamente.  A  1/3  de  la  FA  se  adicionó  al  mosto  en 
fermentación  una  dosis  de  20  g/hL  de  FermaidE®  (Lallemand).  La  temperatura  de 













Tras un periodo de  3  semanas  en botella,  se  realizó un  sulfitado  en dosis  de  30  g/hL  y un 
nuevo embotellado. 
Para  este  experimento  se  utilizaron  los  preparados  comerciales  S4607  y  S4608. 
Previamente  a  su  inoculación,  todos  los  preparados  se  rehidrataron  en  una  solución  de  20 
g/hL  de  Opti´Malo  Plus®  (Lallemand)  durante  3  horas.  La  inoculación  se  realizó  a  una 
concentración  final de 2 x 106 células/mL y  se  llevó a cabo cuando  la concentración de SO2 
libre en los depósitos fue inferior a 50 mg/L. Como levadura fermentativa se utilizó la levadura 




inoculación del preparado bacteriano y  la  levadura no  se decidió de antemano,  sino que  la 
levadura se sembró una vez que se evidenció el arranque de la FA espontánea, lo que ocurrió 
aproximadamente  pasadas  48  horas.  En  este  caso  se  evaluó  el  efecto  del  tipo  de  cultivo 
iniciador sobre  la acidificación y sobre el perfil organoléptico de  los vinos. El esquema de  los 
ensayos se ilustra en la Figura 10. 
Figura 10. Esquema de  las vinificaciones semiindustriales en tinto realizadas en  la bodega Dominio de  la Vega en 
2011 (ver leyenda Figura 8). 
C. Enolab (2011) 
Los  ensayos  se  llevaron  a  cabo  en  5  depósitos  de  plástico  alimentario  de  40  litros  que 
contenían  mosto  rosado.  El  mosto  procedía  de  la  variedad  de  uva  Tempranillo,  que  se 
despalilló, estrujó y sulfitó a razón de 4 g/hL. Tras el despalillado y estrujado, se  llenaron  los 








Para  el  ensayo  de  acidificación  biológica  se  utilizaron  los  preparados  S4607  y  S4608. 
Previamente a su inoculación, estos preparados se rehidrataron en una solución de 20 g/hL de 
Opti´Malo Plus® (Lallemand) durante 2‐3 horas. La inoculación de los preparados comerciales 





la  inoculación del cultivo  iniciador bacteriano y  la  levadura no se decidió de antemano, sino 
que  la  levadura  se  sembró  una  vez  que  se  evidenció  el  arranque  de  la  FA  espontánea, 
aproximadamente  pasadas  48  horas.  En  este  caso  se  analizó  el  efecto  del  tipo  de  cultivo 
iniciador sobre  la acidificación y sobre el perfil organoléptico de  los vinos. El esquema de  los 
ensayos se ilustra en la Figura 11. 





variedad de uva Tempranillo. Tras el despalillado  y estrujado    se  llenaron  los depósitos  y a 

























en  placas  de MRS  con  natamicina  en  el  caso  de  los  ensayos  con  lactobacilos  y MLO  con 










Las  muestras  correspondientes  a  diferentes  momentos  de  las  vinificaciones  se 
analizaron mediante HPLC. También se midió el pH de las muestras. A partir de los parámetros 
obtenidos se calculó la disminución de pH producida en cada ensayo, el consumo de azúcares 






















M, preparado a partir de mosto  concentrado  (datos no mostrados). Posiblemente  la baja o 
nula  concentración  de  aminoácidos  o  vitaminas  sea  la  razón  que  explique  este 
comportamiento. Los resultados de crecimiento fueron mucho mejores en el medio MEL, que 
contenía  mosto  concentrado  y  extracto  de  levadura.  Sin  embargo,  este  medio  se  acabó 
descartando por  la  imposibilidad de  incorporar el extracto de  levadura  como  ingrediente o 
aditivo  al  vino.  Resultados  de  crecimiento  superiores  a  los  obtenidos  en  el medio MEL  se 
obtuvieron en el medio MC que contenía cortezas de  levadura  inactiva,  ingrediente que está 




2. SELECCIÓN    DE  BL  PARA  PROMOVER  LA 
ACIDIFICACIÓN BIOLÓGICA EN VINO 
Veintinueve  cepas  de  las  especies  L.  mali,  L.  pantheris,  L.  paracasei,  L.  plantarum,  L. 




14A.  De  29  cepas  analizadas  sólo  10 mostraron  valores  de  ABC  superiores  a  70  unidades, 
siendo éstas Enolab 4607, 4608, 4609, 4610, 4613, 4614, 4619, 4620, 4639 y 4672, todas ellas 





pequeñas  diferencias  de  valores  de  ABC  que  se  aprecian  entre  la  Figura  13  y  14A,  que 
representan crecimientos en el mismo medio (MC), se deben a que los datos que aparecen en 
la primera se obtuvieron en microplaca mientras que los segundos se obtuvieron en tubo. Las 









plantarum,  produjeron  cantidades  superiores  a  12  g/L  de  ácido  láctico  (Figura  14C).  Estas 
cepas se puntuaron con 10 puntos en la selección final (Tabla 13). 
Todas  las cepas analizadas  realizaron  la FML con  la excepción de  las cepas Enolab 4323, 
4539, 4541, 4636, 4637 y 4638. Todas las que la llevaron a cabo pertenecían a las especies L. 
plantarum y L. satsumensis y fueron puntuadas con 10 puntos en la selección final (Tabla 13), 
































































especie  es  la  única  BL  aislada  del  proceso  de  vinificación  que  presenta  metabolismo 
homofermentativo tanto para  las pentosas como para  las hexosas del mosto, produciendo a 
partir  de  ambos  tipos  de  azúcares  ácido  láctico  exclusivamente  [24].  Esta  especie  también 
presenta  la  importante  ventaja  de  no  producir  ácido  acético  como  consecuencia  del 
metabolismo de  los azúcares.   Sin embargo,  la cepa Enolab 4323 no creció en medio MC. Se 
planteó que  la posible causa de esta  incapacidad era  la elevada presión osmótica del mosto, 
que contenía 200 g/L de azúcares. Tras realizar cultivos de esta bacteria en medio MC diluido 
































































Para  evaluar  si  el  crecimiento  de  la  bacteria  4323  se  veía  afectado  por  metabolitos 
producidos  por  la  levadura  fermentativa  o  únicamente  por  la  concentración  de  azúcar  o 
etanol,  se  realizaron  cultivos  en  los medios  FS0‐FS9  (Figura  17A)  y  F0‐F9  (Figura  17B)  que 
mimetizan  las diferentes  etapas de una  vinificación.  El  crecimiento de  la  cepa  Enolab  4323 
resultó mayor en  los medios F1 y FS1, en  los cuales  la concentración de azúcares era de 100 
g/L aproximadamente y que contenían una concentración aproximada de etanol del 1% (v/v). 
Se observó un menor crecimiento en el medio derivado de una fermentación natural (F1) que 
en  FS1,  lo  cual  indicó  la  existencia  de  algún  tipo  de  inhibición  producida  por  la  levadura 
fermentativa.  No  se  pudo  determinar  con  este  experimento  si  la  inhibición  se  debía  al 








mosto,  que  es  el  medio  en  el  que  tendría  que  llevar  a  cabo  la  fermentación  láctica,  se 
restringió la selección únicamente a las cepas que sí mostraron un buen crecimiento en MC.  
La  selección  final de  las cepas de BL  se basó en  la puntuación  final asignada a  las cepas 
sometidas  al  programa  de  selección,  que  fue  el  resultado  de  la  suma  de  las  puntuaciones 
obtenidas  para  cada  uno  de  los  criterios de  selección  considerados  (Tabla  13).  Se  eligieron 




Figura  17.  Cinética  de  crecimiento  de  la  cepa  Enolab  4323  en medios  que  simulan  las  distintas  etapas  de  una 
fermentación. A) Medios sintéticos de fermentación, FS0‐FS9. B) Medios reales de fermentación, F0‐F9. 
El  hecho  de  que  las  cepas  que  presentaron  crecimientos más  altos  pertenecieran  a  la 
especie L. plantarum no es sorprendente, ya que las cepas de esta especie crecen en presencia 
de altas concentraciones de azúcar y moderadas de etanol, condiciones propias del mosto en 
las  etapas  iniciales  de  la  vinificación,  que  es  de  donde  se  la  aísla  normalmente  [28].  Sin 






















































La  totalidad  de  las  cepas  capaces  de  realizar  la  FML  durante  la  fase  de  acidificación 
pertenecían a L. plantarum. Ello está en consonancia con lo observado por otros autores y por 
ello se ha utilizado a esta especie para promover la FML en el mosto [176, 197]. Siete cepas de 
L.  plantarum  dieron  lugar  a  elevadas  cantidades  de  ácido  láctico  como  consecuencia  del 
catabolismo  de  los  azúcares.  Como  ya  se  ha  descrito  en  el  apartado  de  Introducción,  ésta 
especie transforma las hexosas vía homoláctica, generando exclusivamente este ácido a partir 
de  las  mismas  [28].  Otras  cepas  pertenecientes  a  especies  que  tienen  el  mismo  tipo  de 
metabolismo como L. mali o L. paracasei no han sido capaces de producir tanto ácido. Un caso 
especial es el de L. vini, que desde el punto de vista teórico presentaba un metabolismo más 
adecuado que  las otras especies para producir ácido  láctico,  ya que es  capaz de producirlo 
también a partir de las pentosas [257], a diferencia de L. plantarum.  Sin embargo, las cepas de 


























del medio.  Aunque  el  consumo  de  ácido málico  disminuye  la  acidez,  esta  disminución  se 
compensa  con  el  aumento  debido  a  la  elevada  síntesis  de  ácido  láctico.  Además,  la  FML 
mejora el gusto del vino al desaparecer el gusto herbáceo que es sustituido por un gusto frutal 
o lácteo.  Ambas  cepas  produjeron  12  g/L  de  ácido  láctico  por  FL,  aunque  la  cepa  4607
consumió aproximadamente 8 g/L más de azúcar que  la 4608, por  lo que su rendimiento en 
ácido  láctico  fue  algo  inferior  al de  la otra  cepa. Ambas  cepas  sintetizaron DL‐láctico, pero 
existieron variaciones en cuanto a  la proporción de  isómeros producidos, siendo de 50:50 en 
la cepa Enolab 4607 y de 30:70 en la cepa Enolab 4608. Ninguna cepa fue capaz de sintetizar 






No  se  detectó  el  amplicón  correspondiente  a  la  amplificación  parcial  del  gen  que 








cepa  Enolab  4258 utilizada  como  control positivo para este  gen  [77]  (Figura  18B). Por  esta 
causa, se considera que las cepas seleccionadas son potencialmente productoras de tiramina. 
La  existencia  de  cepas  de  L.  plantarum  capaces  de  producir  tiramina  ya  se  ha  descrito 
previamente por Arena y col. [259]. 
Figura 18. A)  Amplificación por PCR de un fragmento del gen hdc con los cebadores JV16HC y JV17HC. Ladder 1 Kb 




deiminasa,  ya que no  se detectó el  amplicón de 830 pb  correspondiente  a  la  amplificación 
parcial de este gen. Sin embargo, sí se detectó en la cepa X1B utilizada como control positivo 
[79] (Figura 19A). En cambio, ambas cepas poseen el gen ptcA, que codifica para la putrescina 
carbamoiltransferasa.  En  la  Figura  19B  se  observa  el  resultado  positivo  de  la  amplificación 
parcial  del  gen  ptcA,  tanto  en  las  cepas  4607  y  4608  como  en  la  cepa  X1B  utilizada  como 
control positivo. No obstante, estas cepas carecían de capacidad para producir putrescina, ya 





Plus    (Invitrogen)  (1,  5),  L.  hilgardii  X1B  (2)  usado  como  control  positivo,  Enolab  4607  (3),  Enolab  4608  (4).  B) 






ESPECIE  CEPA  HISTAMINA (mg/L) TIRAMINA (mg/L) PUTRESCINA (mg/L) 
L. buchneri  ST2A  624.68 0 0 
L. brevis  Enolab 4258  0 534.09 0 
L. hilgardii  X1B 0 0 6.94 
L. plantarum  Enolab 4607  0 1.34 0 

















levadura  Uvaferm  VN®  en  las  diferentes  estrategias  de  inoculación  ensayadas:  inoculación 
previa (IP), coinoculación (CI) e inoculación secuencial (IS). 
Se observaron diferencias  importantes en  las  cinéticas de  crecimiento de  la bacteria, 
dependiendo de la estrategia de inoculación. Cuando la cepa Enolab 4608 se inoculaba una vez 
acabada  la  FA  (IS),  su  viabilidad  descendía  radicalmente  tras  su  inoculación  (Figura  20C). 
Cuando  Enolab  4608  se  inoculaba  antes  que  la  levadura  (IP),  la  bacteria  aumentaba  su 
concentración  en  aproximadamente  2  órdenes  de magnitud  en  ausencia  de  levadura.  Sin 
embargo,  tras  la  inoculación  de  ésta,  la  concentración  de  bacterias  viables  descendió  3 
órdenes de magnitud a las 48 horas. Al cabo de  cuatro días no se detectaron bacterias vivas, 






(Figura  20).  Este  fenómeno  confirma  la  teoría  de  algunos  autores  que  han  observado  que 
cuando coexisten  levaduras y bacterias,  las primeras mueren antes que  si  se desarrollan en 















































































Control IS IP CI 
Azúcares residuales (g/L) 1.79 2.05 1.98 1.22 
Ácido málico consumido (%) 18 26 100 100 
Ácido láctico FL (g/L)  0 0 11.65 2.48 
Incremento en ácido cítrico (g/L)1 +0.29 +0.12 ‐0.27 ‐0.04 
Etanol producido (v/v) 10.39 9.92 9.44 10.24 
Glicerol producido (g/L) 6.16 6.29 6.23 5.97 
Rendimiento (%)2  0 0 5.49 1.63 
En cuanto a  la variación de pH que tuvo  lugar durante  los ensayos, se observó que el 
mayor descenso de pH ocurría en los ensayos realizados mediante la estrategia IP, ya que las 
BL  fueron  capaces  de  crecer  mucho  más  tiempo  y  más  extensamente  en  ausencia  de 
levaduras. En este caso, el ácido láctico generado por FL fue superior a 10 g/L, sintetizándose 
éste exclusivamente durante el periodo en el que no estaban presentes las levaduras. Además,  


































hecho de que el pH  final sea más elevado que en el control en el que no ha  tenido  lugar  la 
FML.  La CI proporcionó un  rendimiento de ácido  láctico del 1.6%, valor  intermedio entre el 
obtenido en las estrategias IS e IP. Además, en este caso se observó la degradación del ácido 
cítrico sintetizado por la levadura fermentativa, causando esto un aumento de pH del medio. 
La  estrategia  CI  permitió  el  crecimiento  de  las  BL  durante  los  primeros momentos  de  la 
vinificación (3 días), en  los cuales  la concentración de etanol no era demasiado elevada para 
inhibir  a  la  bacteria  (Figura  20B).  Además,  durante  este  periodo  la mayoría  del  anhídrido 
sulfuroso  está  unido  a  compuestos  carbonilo  producidos  durante  el  crecimiento  de  las 




alcanzó  niveles  del  5‐6%  (v/v)  la  viabilidad  de  las  BL  descendió  por  la  intolerancia  a  este 
compuesto.  
La estrategia de  IS no reveló diferencias significativas en  los valores de pH respecto al 







la cantidad de azúcar  transformada es notablemente  inferior o  incluso nula, probablemente 
por  fenómenos  de  antagonismo  entre  ambos  microorganismos  o  por  incapacidad  de  la 
bacteria para crecer, como es el caso de la IS [108]. Aunque mediante la IS las BL evitaban gran 
parte de la toxicidad de los ácido carboxílicos, ya que la concentración de éstos disminuye tras 
la FA, y aumentaba  la disponibilidad de nutrientes gracias a  la autolisis de  las  levaduras [29], 
también  ocurre  que  tras  la  FA  se  alcanza  el máximo  nivel  de  etanol  y  la  disponibilidad  de 
azúcares es mínima. Estas condiciones adversas dieron lugar a una muerte inmediata de las BL 
inoculadas, lo cual impidió la síntesis de ácido láctico. 
Se  constató que  la FA  se  llevó a  cabo de  forma  completa  independientemente de  la 
estrategia de inoculación utilizada, siendo el azúcar residual en todos los casos inferior a 2 g/L. 
Tampoco se observaron diferencias en  las concentraciones  finales de etanol y glicerol en  los 
vinos. 
Teniendo  en  cuenta  que  el  objetivo  que  se  pretende  en  esta  tesis  es  conseguir 
aumentar la acidez del vino, la estrategia IP fue la más apropiada. La inoculación de las BL en el 
mosto antes de que se iniciase la FA presentó varias ventajas: las BL no se vieron afectadas por 
la  presencia  de  etanol  ni  de  otros  inhibidores  sintetizados  por  las  levaduras,  no  existió 




Una vez seleccionada  la estrategia de  inoculación  IP como  la más adecuada se pasó a 
determinar  qué  cepa  de  levadura  fermentativa  era  la  más  adecuada  para  potenciar  la 
acidificación biológica. En la Figura 22 se representan las cinéticas de crecimiento de las cepas 
Enolab  4607  (Figura  22A)    y  4608  (Figura  22B),  en  combinación  con  diferentes  levaduras 











































































Figura  23.  Resultados  del  análisis  del  vino  final  obtenido mediante  la  combinación  de  las  BL  seleccionadas  y 
distintas levaduras comerciales. A) disminución del pH en el vino final. B) concentración de ácido láctico en el vino 
final. 
Aunque  el  comportamiento  general  resultó muy  similar,  la  combinación más  favorable 
para  llevar a cabo  la acidificación del vino fue  la de  la  levadura Uvaferm VN® con  la bacteria 
Enolab  4608,  ya  que  proporcionaron  un mayor  grado  de  supervivencia  de  la  bacteria,  una 
mayor disminución del pH y una mayor concentración de ácido láctico en el producto final.  
Mediante este ensayo se han detectado fenómenos de antagonismo entre las cepas de L. 
plantarum y  las cepas de  levaduras comerciales. Una causa que  justificaría este antagonismo 
es la competencia por el consumo de azúcares del mosto, que son metabolizados rápidamente 
por  las  levaduras,  lo que  limita su disponibilidad para  las BL  [110, 113]. A este  fenómeno se 
suma  la  síntesis de  etanol por parte de  las  levaduras,  ya que  las bacterias de  la especie  L. 
plantarum no toleran elevadas concentraciones de etanol [117]. Dado que las concentraciones 
de  etanol  obtenidas  con  las  diferentes  levaduras  eran  las mismas  cabe  pensar  que  o  bien 
alguna  levadura realizó a mayor velocidad el consumo de azúcares y ello también dio  lugar a 
concentraciones de etanol más elevadas durante los primeros días o bien que algunas de ellas 




4.3. Determinación  del  tiempo  de  actuación  de  las  BL  para  promover  la 
acidificación 
Durante el cultivo en medio MC, la cepa Enolab 4608 creció de manera rápida alcanzando 
la  fase  estacionaria  de  crecimiento  a  los  2  días  de  su  inoculación.  El máximo  poblacional 
alcanzado durante el crecimiento  fue de 8 x 108 UFC/mL  (Figura 24A). Durante el cultivo, se 
observó  un  aumento  del  pH  del  medio  inmediatamente  tras  la  inoculación;  ello  fue 




La  concentración  de  ácido  láctico  aumentó  progresivamente  durante  todo  el  periodo 
experimental, alcanzando niveles máximos de 19 g/L al  final de éste  (Figura 24B). Este ácido 
provino tanto de la FML como de la FL. 




cuenta que  la  FML  supuso un  incremento de 0.2 unidades de pH  respecto  al pH  inicial.  Se 
sintetizaron 7.36 g/L de ácido  láctico, de  los que 5.45 g/L procedían de  la  fermentación de 
azúcares  (rendimiento  del  72.8%)  y  el  resto  de  la  FML.  Además,  durante  este  periodo  se 
degradó el 50% del ácido cítrico procedente del mosto que componía el medio de cultivo. No 






málico  y  ácido  láctico.  (El  área  sombreada  indica  el  periodo  estimado  en  el  que  se  generó  una  acidificación 
adecuada y además se realizó la FML). 




pHs. El mayor crecimiento de  la bacteria se consiguió a pH 3.7  (biomasa máxima de   1 x 109 
UFC/mL) en un periodo de 4 días, mientras que a pH 3.2 el máximo crecimiento obtenido no 











































































diferencia  de  cuando  creció  a  pH  3.7  (Figura  25).  Se  comparó  el  grado  de  acidificación 




que  la  cepa  Enolab  4608  era  capaz  de  provocar  una mayor  disminución  del  pH  del medio 
cuanto más  alto  era  el  pH  inicial  de  éste  (Figura  25).  Paralelamente,  se  confirmó  que  la 
acidificación final del vino fue mayor con  la  inoculación de BL, y ésta resultó también mayor 
cuanto mayor era el pH inicial del medio (Figura 26A).  
Figura 25. Representación de  las  cinéticas de  crecimiento y de  la evolución de  la  síntesis de ácido  láctico en  las 
vinificaciones  realizadas  a diferentes pHs  con  la  cepa  Enolab 4608.  *Momento  en el que  se  inoculó  la  levadura 
Uvaferm VN®. 
En  cuanto a  la degradación de azúcares y de ácido málico no  se observaron variaciones 
significativas  en  medios  con  diferentes  pHs.  A  pH  3.7  la  bacteria  fue  capaz  de  sintetizar 
rápidamente  ácido  láctico  durante  los  3  primeros  días  como  consecuencia  de  su  rápido 
crecimiento. Luego la producción se estancó para continuar aumentando tras la inoculación de 
la levadura aunque a un ritmo más lento. A pH 3.2 la actividad fue prácticamente nula durante 
los  3  primeros  días,  posiblemente  porque  la  bacteria  fue  incapaz  de  crecer  durante  ese 
tiempo.  Posteriormente  fue  aumentando  de  forma  progresiva  hasta  alcanzar  niveles 
superiores  a  los  que  se  encontraron  a  pH  3.7  hasta  el momento  en  el  que  se  inoculó  la 
levadura, a partir del cual disminuyó (Figura 25). Esta disminución se debió posiblemente a la 








































levadura,  aunque  también  podría  deberse  a  que  este  ácido  puede  ser  consumido  por  L. 
plantarum como  fuente de energía  [261], aunque  resulta más probable  la primera hipótesis 
debido  a  que  aún  existen  en  el  medio  azúcares  que  son  metabolizables  fácilmente.  El 
rendimiento de ácido láctico a partir de la fermentación de azúcares resultó mayor a pH 3.7. La 
degradación  de  ácido  cítrico  del medio  por  parte  de  la  bacteria  tuvo  lugar  durante  los  3 
primeros  días  de  cultivo  y  de  forma  similar,  independientemente  del  pH  del  medio.  Sin 
embargo, la levadura fue capaz de sintetizar ácido cítrico durante la FA, registrándose niveles 
superiores  de  este  ácido  en  el  vino  obtenido  sin  la  bacteria  que  en  los  que  sufrieron 




tradicionales  y  con  acidificación  biológica,  a  diferentes  pHs.  A)  Descenso  de  pH  en  el  producto  final.  B) 
Concentración de ácido cítrico en el producto final. 
En  resumen,  un  pH  inicial  elevado  del  mosto  afectó  de  forma  positiva  al  proceso  de 
acidificación biológica, de manera que cuanto más elevado fue el pH, la bacteria Enolab 4608 
creció  de  forma  más  rápida  y  alcanzó  poblaciones  mayores.  Como  consecuencia,  la 
disminución  del  pH  generada    en  el  vino  y  la  cantidad  de  ácido  láctico  sintetizada  por  la 
bacteria fue mayor (Figuras 25 y 26A). Además, la levadura fermentativa fue capaz de producir 
más  ácido  cítrico  y menos  ácido  acético  a  pHs  elevados. Aunque  la  levadura  fue  capaz  de 
Resultados 
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sintetizar ácido  cítrico  (en mayor  cantidad a pH 3.7),  se observó que en aquellos vinos que 
sufrieron acidificación biológica las BL lo consumieron de forma similar a cualquiera de los dos 
pHs ensayados. 
4.5. Evaluación  del  efecto  de  la  adición  de  enzimas  líticos  sobre  el  proceso 
acidificación biológica 
Para  garantizar  que  durante  el  desarrollo  inicial  de  la  BL  no  se  produjera  la  FA 
simultáneamente se probaron dos preparados que contenían enzimas que lisan la pared de las 
levaduras.  Teóricamente,  estos  enzimas  disminuirían  la  concentración  de  levaduras  nativas 
presentes en el mosto y  retrasarían el  inicio de  la FA. Los experimentos  realizados  tuvieron 
como finalidad el comprobar la eficacia de los preparados Lallzyme MMX™ y Glucanex® sobre 
la  población  levaduriforme  autóctona  y  el  conocer  si  éstos  tenían  algún  efecto  sobre  las 
bacterias acidificantes.  
Se  llevó  a  cabo  la  aplicación  de  estos  preparados  en  mosto  fresco  natural  en  las 
concentraciones  recomendadas por el  fabricante. No  se observaron descensos  significativos 
de la población autóctona tras su aplicación, siendo éstos inferiores a una unidad logarítmica. 
La  aplicación  de  estos  preparados  enzimáticos  supuso  un  retraso  inferior  a  24  horas  en  el 
inicio de la FA con respecto al mosto sin tratamiento. 
Para comprobar el efecto de estos preparados sobre los microorganismos implicados en el 
proceso de acidificación biológica  (Enolab 4607 y 4608, y Uvaferm VN®),  se probaron  sobre 
cultivos puros de las tres cepas. 















caso  de  la  cepa  4608. Una  vez  superadas  las  24  horas  la  bacteria  4607  tratada  tanto  con 
Glucanex®  como  con  Lallzyme MMX™  inició  su  fase  de  crecimiento  exponencial  con  unas 




















































de  la  cepa  4607  y  concomitantemente  el  consumo  de  azúcares  (Figura  28).  Tampoco  se 
apreciaron  diferencias  significativas  ni  en  la  síntesis  de  ácido  láctico  ni  en  el  tiempo  de 
realización de la FML, la cual se llevó a cabo a las 72 horas tras la inoculación de la BL (datos no 
mostrados). 
Figura 28. Efecto del  tratamiento  con preparados enzimáticos  líticos  (5 g/hL)  sobre  la acidificación del producto 
final. 
En  resumen,  el  tratamiento  con  enzimas  líticos  no  resultó  lo  suficientemente  efectivo 
como para favorecer  la supervivencia y actividad de  las BL en  los primeras días al retrasar el 
crecimiento de las levaduras.   






Bobal  (medios  BE  y  BNE).  En  ambos  casos  se  compararon  los  resultados  de  crecimiento  y 
acidificación por la bacteria 4608 en mostos que presentaban su microbiota autóctona y en los 
mismos mostos en los que ésta había sido eliminada por filtración.  
En  el  caso  del mosto  blanco  la  bacteria  4608  experimentó  crecimiento  durante  las 
primeras 48 horas tanto en presencia como en ausencia de microbiota autóctona, aunque este 
crecimiento fue mayor en el caso del mosto estéril (M). A partir de este momento la bacteria 
se  comportó de manera diferente,  así en el mosto no  estéril  la  concentración de bacterias 
viables  disminuyó  progresivamente  durante  los  siguientes  5  días  hasta  alcanzar  una 
concentración  residual de 10 UFC/mL. Sin embargo, en el mosto estéril  la concentración de 
células  viables  permaneció  estable  durante  los  mismos  días  (Figura  29).  En  los  medios 
preparados a partir de mosto tinto (BE y BNE), la concentración de células viables iniciales se 
mantuvo en  los mismos niveles durante  las primeras 48 horas en ambos casos. En cambio, a 
partir de este momento  la  concentración de bacterias viables disminuyó  rápidamente en el 
mosto no estéril (BNE) mientras que aumentó un orden logarítmico durante el mismo periodo 
y dos órdenes al cabo de 7 días en el medio estéril (BE) (Figura 29). 








Figura  29.  Cinética  de  crecimiento  de  la  cepa  4608  en medios  con mosto  blanco  y  tinto  con  o  sin microbiota 
autóctona  (M: mosto blanco estéril, MNE: mosto blanco no estéril, BE: mosto  tinto estéril, BNE: Mosto  tinto no 
estéril). 
Figura  30.  Descenso  de  pH  observado  al  final  de  los  ensayos  en medios  con mosto  blanco  y  tinto  con  o  sin 
microbiota autóctona (ver leyenda Figura 29). 
Se analizaron los componentes presentes en los medios a lo largo del experimento con 
el  fin  de  evaluar  el  efecto  de  la microbiota  autóctona.  El  descenso  de  la  concentración  de 
azúcares a  lo  largo del ensayo  fue menor en  los medios estériles  inoculados con  la bacteria 
que en  los no estériles. En los medios MNE y BNE los azúcares disminuyeron acusadamente a 

























una  mayor  concentración  de  microbiota  autóctona  que  el  MNE  que  procedía  de  mosto 
concentrado. 
Respecto a los ácidos orgánicos, la síntesis de ácido láctico en los medios M y BE fue de 
6 y 8 g/L,  respectivamente, mientras que en  los medios MNE y BNE    fue  inferior a 3 g/L. La 
mayor producción de ácido láctico se produjo en medio M debido al mayor crecimiento de la 
BL en este medio. En los medios MNE y BNE (mostos no estériles) no se observó producción de 
ácido  láctico procedente de  la  fermentación de  azúcares,  ya que en el primero  la pequeña 
producción de ácido láctico coincidió temporal y estequiométricamente con la realización de la 
FML,  y  en  el  segundo  se  observaron  concentraciones  similares  de  ácido  láctico  a  las 
observadas en el medio control, lo cual indicó que lo produjo la microbiota autóctona y no la 
bacteria inoculada (Figura 31A). 
La FML se  llevó a cabo en  los medios   M, MNE y BE, aunque en  los dos primeros de 
forma mucho más  rápida  que  en  el  tercero.  Esto  indicó  la  existencia  de  algún  factor  de 
inhibición de  las BL que  impidió  la realización de  la FML en  los medios que contenían mosto 
tinto  no  estéril.  Además,  en  los  medios  MNE  y  BNE  se  observaron  diferencias  en  las 




de ácido málico podrá deberse bien a  levaduras degradadoras, bien a  las BL  inoculadas [262] 
(Figura 31B). 
También se observó  la síntesis de ácido cítrico en  los medios MNE y BNE, siendo éste 
mayor en el primero que en el  segundo.  Esto  fue  la  causa de  la mayor disminución de pH 
observada en este vino, debida en  su mayor parte a  la mayor  síntesis de éste ácido por  las 
levaduras y no a  la producción de ácido  láctico por parte de  las BL, ya que en el medio no 



















































































crecimiento  de  la  bacteria  que  en  los  mostos  blancos.  Los  resultados  de  crecimiento 
representados en  la Figura 29 explican el hecho de que  la realización de  la FML sólo tuviese 
lugar en los medios M, MNE y BE  ya que fueron en los que se observó crecimiento bacteriano, 
al menos  las primeras 48 horas. De  igual manera,  la síntesis de ácido  láctico y  la disminución 
de pH solo  tuvieron  lugar en  los medios M y BE que es donde se observó crecimiento de  la 
bacteria  a  lo  largo  de  los  7  días.  Este  crecimiento  no  se  produjo  o  fue muy  limitado  en 
presencia de microbiota autóctona (medios MNE y BNE).  
4.7. Efecto  de  la  concentración  de  polifenoles  del mosto  sobre  el  proceso  de 
acidificación biológica 










contenido  en polifenoles bajo o  intermedio  (M  y A+B).  En  cambio,  en  el medio  con mayor 






























Figura 34. Evolución del ácido  láctico en medios con diferentes concentraciones de polifenoles  inoculados con  la 
cepa 4608. A) Evolución del ácido láctico. B) Evolución del ácido málico. C) Evolución del ácido cítrico. (ver leyenda 
Figura 32). 
La  degradación  del  ácido málico  también  estuvo  correlacionada  con  las  cinéticas  de 
crecimiento de la bacteria en los medios de cultivo. En los medios en los que el crecimiento de 
la  bacteria  fue  rápido  (M  y  A+B)  la  degradación  completa  tuvo  lugar  en  48  horas.  La 































































M  y  A+B  (Figura  34B).  Del mismo modo,  la  degradación  del  ácido  cítrico  también  resultó 
dependiente del crecimiento de la bacteria (Figura 34C). 
En resumen, se ha observado una  importante  influencia negativa de  los polifenoles sobre 
el  crecimiento  y  capacidad  de  acidificación  de  la  BL  Enolab  4608.  Así,  el  crecimiento,  la 






del  enzima    (0.05 mg/mL)  o  no  tuvo  efecto  o  provocó  una  disminución  de  la  velocidad  de 
crecimiento, según la cepa. Sin embargo, concentraciones superiores a 0.1 mg/mL dieron lugar 
a  una  disminución  de  las  células  viables  inoculadas.  Se  observó  que  la  cepa  4608  era más 
resistente a la actividad lítica que la 4607, ya que a la concentración más baja de lisozima (0.05 
mg/mL)  tardó  tan sólo 2 días en  igualar  la población de células viables con  la del cultivo sin 
lisozima. A la misma concentración de lisozima, la 4607 tardó 5 días. A las concentraciones de 
lisozima entre 0.05  y 0.5 mg/mL,  la  cepa 4608  tardó 4 días en  igualar  su  concentración de 
células viables con la del control sin lisozima, mientras que la 4607 tardó 7 días. A la dosis más 
alta  la  cepa 4608  tardó 6 días mientras que  la 4607 no  consiguió  alcanzar  la población del 
medio sin lisozima (Figuras 35A  y 35B). 

















































El tratamiento con  lisozima  también afectó de  forma significativa a  la disminución de pH 
del  medio  al  final  del  cultivo,  observándose  una  menor  disminución  de  pH  a  las 
concentraciones más altas de lisozima (Figura 37). 
La cepa Enolab 4608  fue capaz de sintetizar mayor cantidad de ácido  láctico que  la cepa 





cambio,  el  rendimiento  en  la  cepa  Enolab  4607  fue  aproximadamente  de  la  mitad  en 
concentraciones  superiores a 0.1  g/L  con  respecto al  cultivo  sin  lisozima. No  se observaron 
diferencias significativas en el consumo de ácido málico ni el de ácido cítrico en relación a  la 
concentración de  lisozima, ya que ambos ácidos  se consumieron por completo en  todos  los 










disminución de  la  velocidad de  crecimiento durante  las primeras 48 horas. El efecto más o 








La  resistencia al SO2 de  las  cepas Enolab 4607 y Enolab 4608  se determinó  cultivando a 
estas cepas en medio MC adicionado con diferentes concentraciones de este compuesto. 
Se  observó  que  concentraciones  inferiores  a  0.05  mg/mL  apenas  tenían  efecto  sobre 
ninguna de  las dos  cepas,  ya que  apenas  supuso una  ligera disminución de  la  velocidad de 
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crecimiento.  En  cambio,  a  una  concentración  de  0.05 mg/mL  la  concentración  de  células 
viables  iniciales  disminuyó,  siendo  este  fenómeno mucho más  evidente  en  la  cepa  Enolab 
4607.  A  concentraciones  superiores  a  0.05 mg/mL  la  concentración  de  células  viables  de 
ambas bacterias descendió drásticamente  (Figura 39). La  representación del parámetro ABC 
también  confirmó  el  efecto    negativo  del  SO2  sobre  el  crecimiento  de  ambas  cepas  a 





















































Figura 42. Efecto de  la concentración de SO2 sobre A)  la producción de ácido  láctico y B) el rendimiento en ácido 
láctico por FL de las cepas Enolab 4607 y 4608. 
Se observó  la misma  relación  inversa entre  la  concentración de ácido  láctico al  final del 
experimento y  la concentración de  lisozima en el medio. Se observó que  la concentración de 
este ácido en cultivos con una concentración de 0.05 mg/mL de SO2 era un 50%  inferior a  la 
que se obtenía en ausencia del mismo, y que no se sintetizaba  a concentraciones superiores 





mg/mL.  A  la  concentración  de  0.05  mg/mL  ambas  bacterias  fueron  capaces  de  consumir 
solamente el 50%, mientras que no lo consumieron en absoluto a concentraciones superiores. 




5. EVALUACIÓN  DE  LAS  CARACTERÍSTICAS  DE  LOS




sobre  la  que  se  ensayaron  varios  procesos  de  producción  cuyas  características  no  fueron 
desveladas por  la empresa que  los  llevó  a  cabo  (Lallemand).  Tras  la obtención de  los  lotes 
liofilizados  se  evaluó  la  viabilidad,  el  grado  de  contaminación,  la  identidad  de  la  cepa  y  el 
comportamiento  de  los  distintos  lotes  producidos  a  lo  largo  de  tres  años.  Igualmente,  se 
analizó el efecto ejercido por diferentes   tipos de rehidratación de  los preparados  liofilizados 
sobre  el  crecimiento,  la  capacidad  para  disminuir  el  pH,  la  síntesis  de  ácido  láctico  y  la 
degradación de ácidos málico y cítrico.  
Los  recuentos  de  células  totales  obtenidos  en  el  laboratorio  de  los  diferentes  lotes 
producidos, expresados en células/g, fueron muy similares a los recuentos proporcionados por 
la empresa Lallemand. En los diferentes lotes se observó una concentración de células totales 
que  variaba  entre  1.5  y  3.5  x  1011  células/gramo  (Tabla  17). Con  sólo  tres  excepciones,  los 
recuentos totales obtenidos en nuestro laboratorio (ENOLAB) fueron iguales o superiores a los 
proporcionados por la empresa. 





varió  entre  el  13  y  el  80%  según  el  recuento  en  placa  y  entre  el  40  y  el  75%  según  el  kit 
LIVE/DEAD®.  Los mayores  porcentajes  de  células  viables  fueron  los  correspondientes  a  los 









células  vivas  pero  incapaces  de  crecer  (células  viables  no  cultivables)  en  medio  sólido, 
mientras que un mayor recuento obtenido por recuento en placa puede deberse a que existen 





Lote  Lallemand  Enolab Recuento en placa Kit LIVE/DEAD® 
F‐6828  1.2 x 1011  3.3 x 1011 2.7 x 108 51 60 
F‐6829  2.2 x 1011  3.5 x 1011 3.3 x 108 52 50 
F‐6873 R1  1.8 x 1011  3.3 x 1011 3.8 x 108 70 70 
F‐6873 R2  1.9 x 1011  1.7 x 1011 3.5 x 108 80 70 
F‐6874 R1  1.6 x 1011  2.2 x 1011 4.2 x 108 45 50 
F‐6874 R2  1.8 x 1011  1.5 x 1011 4.2 x 108 65 70 
F‐6889 R1  1.5 x 1011  1.5 x 1011 2.4 x 108 37 40 
F‐6889 R2  1.7 x 1011  2.9 x 1011 4.8 x 108 65 75 
F‐6890 R1  2.1 x 1011  1.9 x 1011 4.3 x 108 80 75 










datos Bionumerics_Enolab. El análisis de  los perfiles 16S‐ARDRA de  los aislados de  los  lotes 
coincidieron con el de la cepa de referencia L. plantarum CECT 748T, por lo que se dedujo que 
la  cepa de  los  lotes pertenecía a  la especie  L. plantarum  (Figura 44).   De  igual manera,  los 
perfiles de RAPD de  los aislados obtenidos de  los diferentes  lotes se agruparon con el de  la 
cepa Enolab 4608 a un porcentaje de similitud superior al 80% tras ser analizados por UPGMA 
y  utilizando  el  coeficiente  de  Pearson  para  el  análisis.  Ello  probó  que  todos  los  aislados 






(concentraciones  aproximadamente  de  3  x  108  UFC/mL  o  superiores).  No  se  observaron 











Los  lotes  liofilizados  consumieron  entre  1.3  y  3.3  veces más  azúcar  y  generaron  unos 





Figura 46. Resultados de algunos parámetros metabólicos de  los medios  inoculados con  los distintos  lotes de  los 
preparados  comerciales  en medio MC.  A) Descenso  de  pH  B)  Azúcares  consumidos.  C)  Concentración  de  ácido 
láctico. D) Rendimiento de la FL. 




debida  al  redireccionamiento  de  los  intermediarios  de  la  ruta  glucolítica  a  la  síntesis  de 
biomoléculas implicadas en la recuperación del metabolismo latente y del crecimiento celular 
[264].  Los  lotes de producción denominados  F6828  y F6829  fueron  los que presentaron  los 
rendimientos más elevados en ácido  láctico, aunque estos  fueron  inferiores a  los calculados 





A partir de  los  resultados obtenidos  se dedujo que el  sistema de producción del  cultivo 





5.2. Evaluación  de  las  características  de  los  diferentes  preparados  industriales 
liofilizados  
Una vez seleccionado el procedimiento de producción de  los preparados, que  resultó 

















PREPARADO COMERCIAL  LALLEMAND ENOLAB UFC/mL PLACA KIT LIVE/DEAD® 
S4538(2009)  1.7 x 1011 1.62 x 1011 9.60 x 107 44 50 
S4555(2009)  2.5 x 1011 2.29 x 1011 1.89 x 108 40 50 
S4634(2009)  2.1 x 1011 2.14 x 1011 4.90 x 108 69 54 
S4608(2009)  1.6 x 1011 1.23 x 1011 2.40 x 108 100 67 
S4555(2010)  1.8 x 1011 2.88 x 1011 3.40 x 108 82 65 
S4607(2010)  1.8 x 1011 2.82 x 1011 2.00 x 108 57 67 
S4608(2010)  1.8 x 1011 3.72 x 1011 9.50 x 108 24 55 
Enoferm V22(2010)  1.8 x 1011 1.16 x 1011 3.00 x 108 67 50 
Lalvin VP41(2010)  1.8 x 1011 1.87 x 1011 3.40 x 108 62 72 
S4607(2011)  3.0 x 1011 3.20 x 1011 5.00 x 108 100 80 








El  análisis  de  los  perfiles  16S‐ARDRA  de  los  aislados  obtenidos  de  los  preparados 
S4538(2009),  S4608(2009),  S4607(2010),  S4608(2010),  Enoferm  V22(2010),  S4607(2011)  y 
S4608(2011) reveló que los 70 aislados analizados (10 por preparado comercial) se agruparon 
con  la  cepa  tipo de  L. plantarum CECT 748T a un porcentaje de  similitud del 97.9%,  lo que 












Los  perfiles  de  RAPD  de  los  aislados  de  los  preparados  S4538(2009),  S4555(2009  y 
2010),  S4634(2009),  S4607(2010  y  2011),  S4608(2009,  2010  y  2011),  Enoferm  V22(2010)  y 
Lalvin VP41(2010) se agruparon a un porcentaje de similitud superior al 80% con los perfiles de 
las  cepas  Enolab  4538,  4555,  4634,  4607,  4608,  Enoferm  V22®  y  Lalvin  VP41®, 
respectivamente. Esto aseguró que estos preparados contenían las cepas originales. 
D. Determinación  de  la  efectividad  del  preparado  para  llevar  a  cabo  la  acidificación 
biológica 
No se observaron diferencias notables en el crecimiento máximo alcanzado en el medio 
MC  inoculado  con  el  preparado  liofilizado  y  con  el  cultivo  fresco.  Todos  los  preparados 
alcanzaron una concentración máxima de 1‐3 x 108 UFC/mL. La disminución de pH observada 
en  los medios  inoculados  con  los preparados  fue de hasta  0.5 unidades. No  se observaron 
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diferencias  significativas entre  los valores  finales de pH alcanzados por el cultivo  fresco y el 
liofilizado.  Se  observó  un  consumo  de  azúcares  similar  tanto  en  los  cultivos  frescos  como 
liofilizados, de 3 a 5 g/L dependiendo de  la cepa. Se observó una mayor producción de ácido 
láctico  en  los  medios  inoculados  con  los  cultivos  frescos  que  en  los  inoculados  con  los 
liofilizados,  la  diferencia  era  entre  1  y  3  g/L más  en  los  primeros  que  en  los  segundos.  La 
concentración  de  ácido  láctico  producido  en  medio  MC  inoculado  con  los  preparados 
comerciales oscilaba entre 9 y 20 g/L, siendo el preparado S4608 (2010) el que producía mayor 
cantidad. Los rendimientos del proceso fueron siempre mayores en los medios inoculados con 
los cultivos  frescos que en  los  inoculados con  los  liofilizados. Las cepas Enolab 4538, 4607 y 
4608  fueron  las  que  proporcionaron  mayores  recuentos,  tanto  inoculadas  frescas  como 
liofilizadas. El consumo de ácido málico fue total en todos los casos, y el de cítrico fue total en 
el  caso  de  las  cepas  Enolab  4634,  4607  y  4608,  del  50%  en  el  de  la  cepa  Enoferm V22®  y 
prácticamente nulo en los de las cepas Enolab 4538 y 4555. 
En todos  los casos  la efectividad del cultivo  iniciador  liofilizado fue algo menor que  la 
del cultivo fresco. Esto no es de extrañar ya que este hecho sucede de manera habitual en los 




5.3. Evaluación  del  efecto  del  tipo  de  rehidratación  sobre  el  crecimiento  y  la 
capacidad acidificante de los preparados liofilizados 
Los  resultados  obtenidos  tras  la  rehidratación  del  preparado  liofilizado  S4608  con  seis 
soluciones  diferentes  (suero,  glucosa,  fructosa,  Opti´Malo  Plus®,  Nutrient  Vit  End™)  y  el 
obtenido sin rehidratación del mismo mostraron diferencias significativas en el crecimiento de 




Nutrient  Vit  End™.  Veinte  horas  después  de  su  inoculación  en  mosto,  los  preparados 
rehidratados  con  suero,  glucosa  y  fructosa  alcanzaron una  población  aproximadamente  1.5 
veces mayor  que  los  no  rehidratados,  los  rehidratados  en mosto  dos  veces mayor,  y  los 









































SIN REHIDRATACIÓN SUERO GLUCOSA FRUCTOSA OPTIMALO PLUS NUTRIENT VITEND MOSTO
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Figura  50.  Evolución  del  consumo  de  azúcares  en medio MC  tras  la  inoculación  del  preparado  liofilizado  S4608 
sometido a distintos procesos de  rehidratación. A. Evolución del  consumo de glucosa a  lo  largo de 70 horas. B. 
Detalle del consumo de glucosa durante las 20 primeras horas. C. Evolución del consumo de fructosa a lo largo de 
70 horas. D. Detalle del consumo de fructosa durante las 20 primeras horas. 
La  degradación  de  azúcares  también  fue más  rápida  tras  la  inoculación  con  los  cultivos 
iniciadores rehidratados con Opti´Malo Plus® y Nutrient Vit End™ (Figura 50). Así, se observó 
mayor  velocidad  de  producción  de  ácido  láctico  y mayor  cantidad  final  de  éste  cuando  el 
preparado  se  rehidrató  con Opti´Malo  Plus®  y Nutrient  Vit  End®  y  fructosa  (Figura  52).  La 
degradación  del  ácido  málico  fue  total  en  todos  los  casos  y  se  llevó  a  cabo  durante  las 
primeras 24 horas de cultivo. Se representó  la cinética de degradación de este ácido durante 
las  4  primeras  horas  de  cultivo,  observándose mayor  velocidad  en  los  cultivos  iniciadores 
rehidratados con Opti´Malo Plus®, Nutrient Vit End™, suero y mosto (Figura 51).  













































lugar  a mayor  velocidad  de  crecimiento,  a mayor  disminución  del  pH  del medio,  a mayor 
































































blancos  obtenidos  en  los  distintos  ensayos.  Los  ensayos  en mosto  tenían  como  objetivos 







(1Valor  obtenido  a  partir  del  vino D1,  2Valores  promedio  obtenidos  a  partir  de  los  vinos  L1‐L9  y D2‐D3,  3Valor 
obtenido a partir del vino D10,  4Valor obtenido a partir del vino L9,  5Valores promedio obtenidos a partir de  los 
vinos L1‐L6, L8 y D2‐D3, 6Valores obtenidos a partir del vino L7). 
Control1 IP2 CI3 IP (24h)4 IP (72h)5  IP (∞)6 
pH final  4.205 3.719 3.800 4.072 3.633  4.136 
Ác. láctico (FL) (g/L)  0 0.21 0 0 0.19  0.18 




periodos de acidificación de 72 horas o  superiores. Sin embargo,  las cantidades  sintetizadas 
fueron  tan bajas que es  improbable que  contribuyeran en  gran medida  al descenso del pH 
observado en de los vinos correspondientes. La escasa síntesis de ácido láctico puede deberse 
a que  la BL  inoculada no  fue capaz de crecer en ninguno de  los casos durante el periodo de 
acidificación.  
La degradación de ácido málico fue de aproximadamente el 30% en la vinificación control y 
en  el  vino  realizado  por  CI,  lo  cual  indicó  la  ausencia  de  actividad  maloláctica  de  la  BL 
inoculada. En  los vinos realizados mediante  IP el valor medio del porcentaje de ácido málico 
degradado  fue  ligeramente  superior, pero no  llegó a completarse  la FML en ninguno de  los 
casos.  No  se  observaron  diferencias  significativas  en  las  concentraciones  finales  de  ácido 
cítrico, etanol y glicerol en ninguno de los casos. 
Se observó un menor valor de pH en  los vinos  inoculados con  los preparados comerciales 
de BL, independientemente de la estrategia utilizada, ya que el valor medio del pH final de los 
vinos  obtenidos  mediante  IP  y  CI  fue  más  bajo  que  en  la  vinificación  control,  siendo 
ligeramente menor en los vinos realizados mediante IP (Tabla 20). 
Los ensayos destinados a evaluar la influencia del tiempo de acidificación mostraron que el 
pH más bajo se conseguía cuando se dejaban  transcurrir 72 horas entre  la  inoculación de  la 
bacteria  y  la  de  la  levadura  (Tabla  20).  El menor  pH  que  presentaban  los  vinos  inoculados 





Tabla 19. Condiciones de  los ensayos realizados en mosto Viura blanco y resultados de  los análisis físico‐químicos y recuentos de BL de  los vinos obtenidos.  IP:  inoculación 
previa, CI: coinoculación, IS: inoculación secuencial 1Periodo de acidificación indefinido hasta observar un inicio espontáneo de la FA, 2No existen datos, 3Recuento al final del 
periodo de acidificación. 
Depósito  L1  L2 L3 L4 L5 L6  L7 L8 L9 L10 D1 D2 D3 
Preparado  S4608  S4608 S4607 S4607 S4555 V22  S4608 S4608 S4608 S4608 ‐2 S4607 V22 
Inóculo (cél/mL)  107  107  107  107  107  107  106  106  106  106  ‐2  106  106 
Estrategia de inoculación IP  IP  IP  IP  IP  IP  IP  IP  IP  CI  ‐2  IP  IP 
Periodo de acidificación  72 h  72 h  72 h  72 h  72 h  72 h  ∞1 72 h  24 h  ‐2  ‐2  72 h  72 h 
Recuento de BL (UFC/mL)3  3.1 x 106  3.1 x 106  2.2 x 106  3.9 x 106  6.7 x 106  6.7 x 106  nd  3.1 x 106  1 x 106  ‐2  ‐2  6.5 x 106  5.3 x 106 
pH final  3.597  3.598  3.580  3.567  3.880  3.590  4.136  3.653  4.072  3.80  4.2 3.601  3.637 
Azúcares residuales (g/L)  0.05  0.07  0.07  0.05  0.13  0.10  0.44  0.21  0.08  0  0  0.33  0.14 
Ácido láctico total (g/L)  1.51  1.31  1.31  1.17  0.80  0.42  0.86  0.31  0.36  0.31  0.3  0.26  0.31 
Ácido láctico por FL (g/L)  1.07  0.87  0.90  0.69  0.64  0.32  0.65  0  0  0  0  0  0 
Ácido málico residual (g/L)  1.15  1.15  1.18  1.32  1.64  1.70  1.59  1.77  1.88  1.81  1.8  1.71  1.77 
Ácido cítrico (g/L)  0.26  0.25  0.25  0.25  0.24  0.24  0.22  0.23  0.21  0.21  0.2  0.22  0.22 
Ácido acético (g/L)  0.28  0.27  0  0.27  0.33  0.34  0.63  0.31  0  0  0  0.80  0.25 
Etanol (% v/v)  12.6  12.9  13.0  13.0  12.8  12.8  12.8  12.8  13.5  12.5  12. 13.0  13.0 
Glicerol (g/L)  7.34  7.16  7.14  7.23  6.99  7.02  4.72  6.89  6.79  6.23  5.7  6.02  6.25 
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Para  evaluar  el  efecto  de  la  cepa  en  la  acidificación  de  vinos  blancos  se  inocularon  los 
preparados liofilizados que contenían las cepas: 4607 (ensayos L3, L4 y D2), 4608 (ensayos L1, 
L2  y  L7‐L10)  y  4555  (ensayo  L5).  También  se  analizó  la  capacidad  acidificante  del  cultivo 
maloláctico  comercial  de  L.  plantarum  Enoferm V22®  (ensayos  L6  y D3).  Se  estableció  una 







vinificaciones  en  blanco  inoculadas  con  distintas  cepas  de  BL  1Valor  obtenido  a  partir  del  vino  D1,  2Valores 
promedio obtenidos a partir de los vinos L3, L4 y D2, 3Valores promedio obtenidos a partir de los vinos L1, L2, L7‐
L10, 4Valor obtenido a partir del vino L5, 5 Valores promedio obtenidos a partir de los vinos L6 y D3. 
Control1 46072 46083 45554 Enoferm V22®5 
pH final  4.205 3.582 3.810 3.880 3.610 
Ácido láctico (FL) (g/L)  0  0.22  0.17  0.16  0 







pH final 4.205 3.601‐4.136 3.567‐3.880 
Ácido láctico (FL) (g/L)  0  0‐0.65  0.32‐1.07 
Ácido málico degradado (%) 30.76  27‐34  34‐55 
En  estas  vinificaciones  se  ha  observado  que  los  vinos  inoculados  con  BL  presentan  un 
menor valor de pH que el de  la vinificación control. En general, se han producido pequeñas 
cantidades de ácido  láctico por FL en  los depósitos  inoculados con  la concentración más alta 
(107 células/mL) de las cepas 4607 (0.69‐0.90 g/L), 4608 (0.87‐1.07 g/L) y 4555 (0.64 g/L). Sin 
embargo,  no  se  produjo  nada  de  ácido  láctico  por  FL  en  los  depósitos  inoculados  con  un 















depósitos  inoculados  con  los  preparados  comerciales  correspondientes,  tanto  a  una 









de  24  horas  se  aisló  una  cepa  autóctona  de  L.  plantarum  autóctona.  En  los  depósitos 
inoculados  con Enoferm V22®  (L6  y D3)  se  aislaron  cepas  autóctonas de  L. plantarum  y  Lc. 
mesenteroides.  Estos  resultados  nos  indicaron  que  la  inoculación  de  los  preparados  de  las 








experimento  en  los  vinos  tintos  vinificados  en  distintas  condiciones.  Los  ensayos  en mosto 










Depósito  L11  L12  L13 L14 D4 D5  D6  D7
Cepa  4608  4607  V22 VP41 ‐2 4608  4607  V22
Concentración de inóculo  106  106  106  106  ‐2 106  106  106 
Estrategia de inoculación IS  IS  IS  IS  ‐2 IP  IP  IP 
Periodo de acidificación  ‐2  ‐2  ‐2 ‐2 ‐2 24 h  24 h  24 h 
Recuento (UFC/mL)1 50  2 x 103  1.4 x 104  3.1 x 107  ‐2 2.7 x 105  1.1 x 106  3 x 106 
pH final  3.940  4.230  3.855  3.870  3.504  3.904  3.840  3.870 
Azúcares residuales (g/L)  0  0  0  0  0.11  0  0  0 
Ácido lactico total (g/L)  1.99  2.08  1.54  2.52  0.14  2.26  1.42  2.25 
Ácido láctico por FL (g/L)  0.98  1.31  0.53  1.75  0.14  1.17  0.65  1.48 
Ácido málico residual (g/L)  0.12  0.13  0.12  0.13  1.63  0  0.13  0.13 
Ácido cítrico (g/L)  0  0  0  0.34  nd3  2.25  2.19  2.10 
Ácido acético (g/L)  4.74  2.61  5.07  1.88  nd3  1.48  5.89  1.93 
Etanol (% v/v)  11.4  11.9  11.4  11.3  12.5  12.9  12.3  11.1 






pH final  3.540 3.84‐3.90 3.85‐4.23 
Ácido láctico (FL) (g/L)  0.14  0.65‐1.48 0.53‐1.75 






vinificación  control,  lo  cual  generó  un  pH  superior  en  los  vinos  inoculados  frente  a  este 
control. No  se  observaron  diferencias  significativas  en  las  concentraciones  de  ácido  cítrico, 
etanol y glicerol entre los diferentes ensayos.  











Control1 46072 46083 V22®4  VP41®5
pH final  3.504 3.84‐4.23 3.90‐3.94 3.85‐3.87  3.87 
Ác. láctico (FL) (g/L)  0.14  0.65‐1.31  0.98‐1.17  0.53‐1.48  1.75 
Ác. málico degradado (%)  0  94  94‐100  94  04 
En  las vinificaciones en  tinto  se observaron  recuentos de BL y producciones de ácido 
láctico algo más elevadas que en los blancos, siendo Enoferm V22® y Enolab 4608 las que más 







antes  que  la  levadura  (D5‐D7)  la  cantidad  de  ácido  cítrico  fue  casi  2  gramos más  alta.  Ello 
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debió  de  ser  consecuencia  de  la  producción  de  este  ácido  por  parte  de  las  levaduras 
responsables de la FA. En todos los casos se observó una alta concentración de ácido acético, 












Se observó una muerte muy  importante de  las bacterias cuando se  inocularon  tras  la 
FA, excepto en el caso de Lalvin VP41®. Sin embargo, cuando se inocularon antes de que ésta 
tuviese lugar, la concentración de bacterias viables al final del periodo de acidificación fue muy 
parecida  a  la  concentración  a  la  cual  se  inocularon.  La  cepa  Enolab  4607  fue  capaz  de 
implantarse al 100% a la población láctica autóctona en todos los depósitos inoculados, tanto 
en la estrategia IP como en la IS. La cepa Enolab 4608 no se implantó en las vinificaciones en 
tinto,  siendo  desplazada  por  BL  autóctonas.  Las  cepas  Enoferm  V22®  y  Lalvin  VP41®  se 
implantaron al 100% en las vinificaciones en las que se inocularon. Además, se observó que en 
los depósitos en  los que se  inoculó el preparado EnofermV22®  (L13) y el S4607  (D6) sólo se 
aislaba  la bacteria  inoculada.  En  los demás  depósitos  se  aislaron  cepas de  L. plantarum de 





En resumen, de  los ensayos realizados en  los Laboratorios Excell se deduce que en  las 
vinificaciones  en  blanco  los  vinos  inoculados  consiguieron  disminuir  el  pH  en 
aproximadamente  0.5  unidades.  Sin  embargo,  sólo  se  produjo  ácido  láctico  cuando  se 
inocularon las bacterias lácticas a la concentración más alta de inóculo y la cantidad producida 
fue muy baja. Ello se debió a que  las bacterias  inoculadas, a pesar de mantenerse viables a 
concentraciones  similares  a  las  que  fueron  inoculadas,  no  fueron  capaces  ni  de  consumir 
azúcares ni de crecer. En cambio, en las vinificaciones en tinto no se observó efecto de las BL 
sobre  la  acidificación de  los  vinos.  Se encontraron niveles de entre 0.5  y 1.75  g/L de  ácido 
láctico  sintetizado  por  FL  en  los  vinos  finales,  aunque  no  se  logró  disminuir  el  pH  de  los 
mismos. Las concentraciones de BL viables disminuyeron durante el periodo de acidificación 
en mayor proporción que en  los vinos blancos. A pesar de ello se realizó  la FML en todas  las 
vinificaciones  en  tinto  inoculadas,  independientemente  de  si  la  BL  se  inoculaba  antes  o 
después de la levadura. 
6.2. Ensayos realizados en la bodega Dominio de la Vega en el año 2011 
Los  objetivos  de  los  ensayos  realizados  en  esta  bodega  fueron:  a)  evaluar  el 
comportamiento  de  dos  preparados  comerciales  (S4607  y  S4608)  sobre  la  acidificación  de 




en  el  que  la  vinificación  sucedió  de  forma  espontánea  sin  que  se  inoculase  ningún 
microorganismo. Estos ensayos se realizaron siguiendo el esquema indicado en la Figura 10. 








L1 L2 L3 L4 L5 L6 
Azúcares residuales (g/L)  0.85 0.44 0.97 1.53 0.92  1.03 
Ácido málico (g/L)  1.79  0.41  2.37  2.31  2.20  2.26 
Ácido láctico (g/L)  0.61  1.93  0.69  0.49  0.52  0.39 
Ácido cítrico (g/L)  1.32  1.78  2.00  1.50  1.49  1.50 
Grado alcohólico (% v/v)  14.03 13.02 13.83  13.78 13.54  14.30 
Glicerol (g/L)  10.27 10.13 10.56  10.17 10.32  10.26 
pH  4.04  3.93  3.83  3.88  3.88  3.85 
Durante las primeras 48 horas de los ensayos se observó la síntesis de ácido láctico en 








Durante  las primeras 48 horas  se observó una degradación parcial del ácido málico,  la  cual 
coincidió con  la síntesis de ácido  láctico. Esto fue consecuencia de  la realización parcial de  la 
FML, realizada bien por las BL inoculadas, bien por las autóctonas. Durante la FA se observó un 









Figura 53. Evolución de  los ácidos a  lo  largo de  las vinificaciones. A) Evolución del ácido  láctico. B) Evolución del 
ácido málico. C) Evolución del ácido  cítrico. Depósito  L1: Control no  inoculado  con BL pero  si con Uvaferm VN®; 



















































































un  aumento  de  este  ácido  ocasionado  por  las  levaduras  autóctonas  (1.4  g/L).  En  cambio, 
durante la segunda mitad de la FA se produjo un descenso de aproximadamente 0.2‐0.4 g/L de 
este  ácido, excepto en el  vino  L5, debido probablemente  a  su  consumo por BL. Durante el 
periodo de  almacenamiento en botella  se observó un  aumento de 0.2‐0.8  g/L en  todos  los 





parte  de  las  BL  autóctonas  o  inoculadas  que  se  observó  durante  este  periodo. Durante  el 
periodo correspondiente a la FA se produjo un descenso del pH de entre 0.1 y 0.2 unidades en 
todos  los casos, excepto en el depósito L1 donde se mantuvo prácticamente constante. Este 
descenso de pH  fue debido a  la síntesis de ácido málico y cítrico por parte de  las  levaduras, 
tanto Uvaferm VN® como las autóctonas. Durante el periodo de almacenamiento en botella el 





























La escasa síntesis de ácido  láctico  (aproximadamente 0.5 g/L) puede explicarse por  la 
ausencia de crecimiento de  las BL  inoculadas durante  la fase de acidificación, aunque fueron 
capaces de mantener la concentración inicial de células viables. Sin embargo, durante la FA la 
población  viable  disminuyó  hasta  alcanzar  concentraciones  de  103  UFC/mL  en  todos  los 
ensayos, es decir, 3 órdenes de magnitud menos (Figura 55). El análisis de la implantación de 
las cepas inoculadas reveló resultados diferentes en los distintos ensayos. Así, la cepa 4607 en 
el  depósito  L2  representó  el  40%  del  total  de  la  población  láctica  a  las  48  horas  de  su 
inoculación, mientras que fue del 100% al final de  la FA. Tras  la FA esta cepa fue desplazada 
por una cepa autóctona de O. oeni que fue la que llevó a cabo la FML. En cambio, la cepa 4607 
en el depósito L3 constituyó el 60% de  la población  láctica a  las 48 horas, sin embargo no se 
aisló al final de  la FA. La menor presencia de esta bacteria durante  la FA explica  la diferencia 
en la síntesis de ácido  láctico que se observa entre ambas réplicas del ensayo (L2 y L3). En el 




como  era  de  esperar.  En  L1  se  aislaron  cepas  de  Lc.  mesenteroides,  L.  plantarum  y 
Staphylococcus  epidermidis.  Esta  última  especie  ha  sido  descrita  recientemente  como  una 
potencial  productora  de  histamina  en  vinos  [266].  En  el  depósito  L6  se  aislaron  cepas 
autóctonas  de  Lc. mesenteroides  y  L.  plantarum.  Esto  nos  indicó  que  la  inoculación  de  las 
cepas 4607 y 4608 ocasionaba una inhibición de la microbiota láctica autóctona. 
Se observó que  los vinos  inoculados con BL presentaban una  ligera disminución de pH 
respecto  al  vino  inoculado únicamente  con  levadura  fermentativa,  lo que  se  tradujo  en  un 
descenso de pH de entre 0.16 y 0.21 unidades. Esta disminución parece estar más relacionada 
con  la síntesis de ácido cítrico por parte de  las  levaduras que por  la de ácido  láctico por  las 
bacterias.  Teniendo  en  cuenta  que  la  FML  causa  un  aumento  de  pH  en  los  vinos  de 
aproximadamente  0.2  unidades,  el  pH  del  vino  control  sería  de  4.24  en  el  caso  de  que  la 






Un aspecto a destacar en este experimento  fue  la constatación de que  las BL usadas 
para realizar la acidificación influían en el perfil aromático de los vinos. Mediante una cata se 




Cuando  se  compararon  las  concentraciones  totales  de  aldehídos  y  cetonas  entre  vinos 
inoculados y sin inocular se observó una mayor concentración de éstos en el vino L6, en el que 
la FA se produjo de  forma espontánea. Fue particularmente  importante  la concentración de 
diacetal en este vino. El diacetal es un metabolito que produce S. cerevisiae como producto 
secundario de la síntesis de los aminoácidos valina y leucina [99], y parece que algunas de las 
































tenido  lugar  la FML que eleva  la concentración de ácido  láctico, uno de  los precursores del 
lactato de etilo. La concentración de fenoles en los depósitos inoculados con bacterias (L2‐L5) 
fue  intermedia entre  la encontrada en el depósito  L1  (la más baja) y el  L6  (la más alta).  La 
síntesis de fenoles se achacan mayoritariamente a levaduras; en este caso las responsables de 




tampoco  parecen  haberse  visto  afectadas  por  la  inoculación  de  las  BL,  lo  cual  no  es  de 
extrañar ya que estos compuestos proceden  fundamentalmente de  la uva  [29]. En cuanto al 
aporte aromático de cada una de  las cepas,  la  inoculación del preparado S4607 proporcionó 
vinos con mayores concentraciones de compuestos volátiles que aportaron aromas afrutados 
y  lácteos  como  la  vainillina  (vainilla),  isovaleriato  (frutas),  acetato  de  isoamilo  (plátano)  y 











Tabla 26. Concentraciones de  compuestos volátiles  (mg/L) en  los vinos  tintos de Tempranillo  inoculados  con  los 
preparados S4607 y S4608 y en vinos control no inoculados (L1‐L6: ver leyenda Tabla 25). 
L1 L2 L3 L4 L5  L6
ALDEHIDOS Y CETONAS
Diacetal  3.93±0.04  4.62±0.93 13.13±1.78 11.72±0.15 11.91±0.03  84.75±7.27
α‐binen  0.13±0.03  0.09±0.01  0.36±0.07  0.61±0.12  0.89±0.00  0.46±0.30 
β‐binen  nd  nd  0.08±0.00  0.17±0.00  0.25±0.02  0.10±0.01 
Vainillina  0.27±0.08  0.14±0.03  1.09±0.15  0.19±0.00  0.25±0.01  0.18±0.02 
Totales  1.44±0.05  2.61±0.41  3.24±0.03  21.37±1.90 
ÁCIDOS
2‐fenil acetato  nd  nd 0.16±0.00 nd nd  0.19±0.01
Ac. decanoico  0.75±0.04  0.61±0.02  0.65±0.04  0.50±0.02  0.61±0.03  0.69±0.06 
Totales  0.75±0.04  0.50±0.02  0.55±0.02  0.44±0.03 
ÉSTERES
Isovaleriato  0.04±0.00  nd 0.09±0.00 0.14±0.00 0.16±0.00  0.16±0.01
Acetato de  1.27±0.00  1.06±0.03  1.70±0.02  1.67±0.10  1.88±0.07  2.19±0.02 
Etil hexanoato  1.51 ±0.01  1.28±0.13  1.31±0.00  1.57±0.02  1.51±0.03  1.48±0.10 
Lactato de etilo  8.84±0.28  41.45±0.41  8.29±1.10  13.52±0.26  14.66±0.76  8.51±0.70 
Hidroxibutirato  0.44±0.01  0.43±0.00  0.41±0.00  0.40±0.00  0.46±0.00  nd 
Decanoato de  0.98±0.02  0.75±0.00  0.53±0.07  0.86±0.01  0.95±0.08  0.74±0.00 
Succinato de etilo  4.62±0.11  4.97±1.03  4.34±0.03  4.59±0.16  4.77±0.01  5.10±0.06 
Totales  2.52±0.06  5.35±0.21  3.36±0.10  3.03±0.14 
TERPENOLES
Linalol  0.50±0.56  0.45±0.06 0.42±0.13 0.46±0.00 0.48±0.01  0.42±0.08
FENOLES
4‐vinilfenol  1.33±0.24  1.85±0.02 1.24±0.47 nd 1.16±0.00  2.5±0.20
2‐metoxifenol  nd  3.79±0.11  3.06±0.3  3.23±0.09  3.55±0.08  4.13±0.05 
Eugenol  0.17±0.01  0.30±0.05  0.21±0.02  0.38±0.04  0.35±0.00  0.38±0.06 
Totales  0.75±0.12  1.74±0.16  1.74±0.04  2.33±0.10 
ALCOHOLES
2‐butanol  0.35±0.00  0.27±0.02 0.28±0.01 0.54±0.01 0.56±0.04  0.37±0.03
1‐propanol  12.11±0.28  14.97±0.64  8.22±1.44  15.84±1.53  16.22±1.25  15.30±0.83 
Alcohol isoamílico  604.87±8.48  553.16±5.40  529.66±4.54  759.78±7.82 755.68±8.75  624.42±7.65
Cis‐3‐hexenol  0.85±0.00  0.81±0.14  0.49±0.03  0.53±0.00  0.63±0.02  0.66±0.14 
Propilenglicol  0.22±0.00  0.24±0.07  0.22±0.05  0.19±0.00  0.42±0.01  0.44±0.04 
2‐feniletanol  89.05±0.63  91.73±1.67  83.56±4.77  114.03±3.17 115.88±2.46  110.64±0.46
Totales  117.90±1.56  106.96±1.56  148.35±2.08  125.30±1.52







Sólo  se  realizó  al  completo  la  FML  en  el  depósito  L2  y  fue  llevada  a  cabo  por  una  cepa 
autóctona  de  O.  oeni  y  no  por  las  BL  inoculadas.  Sin  embargo,  se  observó  que  el  patrón 
aromático  de  los  vinos  se modificó  significativamente  en  los  vinos  inoculados  con  BL,  que 




comerciales  S4607  y  S4608  para  llevar  a  cabo  la  acidificación  de  un mosto  rosado  de  la 
variedad Tempranillo y b) ver su repercusión en el perfil aromático de los vinos obtenidos. Esta 
experiencia  se  llevó  a  cabo en nuestro  laboratorio en el mismo  tipo de  recipiente  y en  los 
mismos volúmenes que se utilizaron en  la experiencia  realizada en  la bodega Dominio de  la 
Vega (apartado 6.2). En este ensayo se inocularon los preparados comerciales S4607 y S4608, 
ambos a una concentración de 106 células/mL. Además, se llevó a cabo una vinificación control 
en  la  cual  se  inoculó  la  levadura  Uvaferm  VN®  pero  no  BL.  Estos  ensayos  se  realizaron 
siguiendo el esquema indicado en la Figura 11. 
En  la Tabla 28  se muestran  los  resultados de  los análisis  físico‐químicos de  los  vinos 






L1 L2 L3 L4 L5 
Azúcares residuales (g/L) 0.72 0.88 0.45 0.60 0.87 
Ácido málico (g/L)  1.52  1.26  0  1.70  1.18 
Ácido láctico (g/L)  0.18  0.31  2.02  0.40  0.30 
Ácido cítrico (g/L)  0.63  0.36  0  0.43  0.38 
Grado alcohólico (% v/v)  12.5  12.34 11.97  12.13 12.45 
Glicerol (g/L)  9.16  8.41  9.07  8.94  8.40 





prácticamente  constante,  excepto  en  el  depósito  L3  en  el  cual  a  partir  del  quinto  día  de 
vinificación aumentó la concentración de ácido láctico hasta 2 g/L (Figura 56A). 
Durante  las primeras 48 horas se observó una degradación parcial del ácido málico,  la 
cual  coincidió  con  la  síntesis  de  ácido  láctico.  Esto  fue  consecuencia  de  una  FML  parcial 
producida por las BL inoculadas. Durante la FA se observó un aumento de ácido málico hasta 
el  quinto  día  de  la  vinificación,  lo  cual  indicó  la  síntesis  del mismo  por  las  levaduras  que 
realizan la FA. Durante la segunda mitad de la FA la concentración de ácido málico se mantuvo 
constante excepto en el depósito L3 en el cual se observó la degradación total del mismo. Esta 
evolución  resultó  coincidente  con  la producción de ácido  láctico durante el mismo periodo, 
indicando la realización de la FML en este depósito (Figura 56B). 
En  cuanto  al  ácido  cítrico,  su  concentración  aumentó  hasta  el  quinto  día  de  la 
vinificación  alcanzando  niveles  de  entre  0.5  y  1  g/L  debido  a  su  síntesis  por  la  levadura 
Uvaferm VN® y las levaduras autóctonas. Durante la segunda mitad de la FA el ácido cítrico se 
consumió  parcialmente  en  todos  los  depósitos,  excepto  en  el  L3  en  el  que  se  consumió 
totalmente  seguramente  por  la  bacteria  que  llevó  a  cabo  la  FML,  dado  la  coincidencia  de 
ambos fenómenos (Figura 56C). 
En  cuanto  a  la  evolución  del  pH  en  las  vinificaciones,  durante  las  primeras  48  horas  se 
observó un ligero descenso de unas 0.15 unidades. Esto fue debido principalmente a la síntesis 







Figura 56. Evolución de  los ácidos a  lo  largo de  las vinificaciones. A) Evolución del ácido  láctico. B) Evolución del 







































































durante  la  FA  y  poco  a  poco  fue  disminuyendo  la  población  viable  hasta  quedar  en 
concentraciones  de 103‐104 UFC/mL al final de la FA (Figura 58). La implantación de las cepas 
inoculadas fue distinta en los diferentes ensayos. En el depósito L2 la cepa 4607 constituyó el 
100% de  la población  láctica al  inicio y a mitad de  la vinificación, pero al  final de  la FA  fue 
desplazada  por  BL  autóctonas,  reduciéndose  su  presencia  al  16%,  y  al  0%  en  el  L3.  En  el 
depósito L3, se aisló una cepa autóctona de O. oeni al final de la FA, la cual llevó a cabo la FML. 
La  cepa 4608 en el depósito  L4  representó el 100% de  la población  láctica durante  todo el 
proceso de vinificación. Lo mismo sucedió en el depósito L5, aunque en éste la presencia de la 
cepa 4608 se redujo al 30% al final de  la FA. Se observó que en  los depósitos  inoculados con 
los  preparados  S4607  y  S4608  (L2‐L5)  se  aislaban  las  cepas  inoculadas, mientras  que  en  la 
vinificación  del  depósito  control  (L1)  se  aislaban  BL  de  origen  autóctono.  En  este  último 
depósito se aislaron cepas de L. plantarum, L. pentosus, L. mali y O. oeni que no aparecían en 
ninguno de  los otros. Del mismo modo que en  los apartados 6.1 y 6.2 esto nos  indicó que  la 






























seleccionadas mostraron mayor  intensidad  aromática,  con más notas  varietales  y  frutales  y 
que el gusto de estos vinos resultó más suave y con un sabor más persistente. 
Las  concentraciones  de  compuestos  volátiles  de  los  vinos  finales  se muestran  en  la 
Tabla 29. La concentración  total de ésteres  fue  superior en  los depósitos  inoculados con BL 
como se vio en el experimento comentado en el apartado 6.2. Se sintetizaron entre 1.3 y 6 
veces  más  ésteres  en  los  depósitos  inoculados  con  los  preparados  S4607  y  S4608, 
respectivamente, que en el vino control. Se registró una concentración total de alcoholes en 
los  vinos  inoculados  con  BL  ligeramente  menor  que  en  la  vinificación  control.  No  se 
observaron  diferencias  significativas  en  las  concentraciones  totales  de  aldehídos,  cetonas, 


















destacar  la  elevada  síntesis  de  lactato  de  etilo  en  los  vinos  inoculados  con  la  cepa  4607, 
consiguiéndose niveles medios de 87.90 mg/L de este compuesto frente a una concentración 
media  de  6.36  en  el  vino  control.  En  cuanto  al  aporte  aromático  de  cada  cepa,  los  vinos 
obtenidos  con  el  preparado  S4607  presentaron  mayores  concentraciones  de  compuestos 
volátiles que aportaron aromas afrutados y  lácteos, sobre  todo el  lactato de etilo  (afrutado, 
mantequilla,  suave,  lácteo), obteniéndose 85‐90 mg/mL  frente a 15.18 de media de  la cepa 
4608. Además  se halló mayor concentración de fenil acetato (rosa, frutas), decanoato de etilo 
(frutas), etil hexanoato (manzana verde, frutas, violetas), succinato de etilo (melón) y eugenol 





En  resumen,  no  se  observó  disminución  importante  del  pH  de  los  vinos  inoculados 
respecto al control, excepto en el vino del depósito L4 que disminuyó el pH en 0.1 unidades. 
No  se  observó  una  síntesis  significativa  de  ácido  láctico  por  FL  durante  el  periodo  de 
acidificación,  tan  sólo  0.5  g/L,  aunque  en  el  depósito  L3  la  concentración  de  este  ácido 
aumentó  en  1.5  g/L  como  consecuencia  de  la  realización  de  la  FML.  Sin  embargo,  sí  fue 
notable el cambio del perfil organoléptico de los vinos inoculados. 
6.4. Ensayos realizados en Laboratorios Excell Iberica en el año 2011 
El  objetivo  de  este  ensayo  fue  la  evaluación  del  comportamiento  de  dos  preparados 
liofilizados,  S4607  y  S4608, utilizados para acidificar mostos  rosados  y  tintos de  la  variedad 





Tabla 28. Concentraciones de compuestos volátiles (mg/L) en  los vinos rosados de Tempranillo  inoculados con  los 
preparados comerciales S4607 y S4608 y en el vino control no inoculado (ver leyenda Tabla 27). 
L1  L2 L3 L4  L5
ALDEHIDOS Y CETONAS
Diacetal  8.75±0.087  8.54±1.19 8.74±0.10 9.80±0.52  7.53±0.34
α‐binen  0.13±0.00  0.15±0.00  0.15±0.01  0.16±0.032  0.53±0.13 
Vainillina  0.16±0.00  0.11±0.01  0.14±0.00  0.22±0.00  0.12±0.00 
Totales  3.01±0.02  2.97±0.21  3.05±0.21 
ÁCIDOS
2‐fenil acetato  0.29±0.00  0.40±0.00 0.27±0.04 0.31±0.01  0.41±0.01
Ac. decanoico  0.98±0.06  0.67±0.05  0.93±0.02  1.10±0.15  0.50±0.10 
Totales  0.63±0.03  0.56±0.02  0.57±0.06 
ÉSTERES
Isovaleriato  0.08±0.00  0.08±0.00 0.10±0.00 0.08±0.00  0.09±0.01
Acetato de isoamilo  0.65±0.00  0.65±0.07  0.62±0.07  0.76±0.12  0.74±0.03 
Etil hexanoato  1.26±0.05  1.77±0.01  1.26±0.03  1.10±0.16  1.80±0.01 
Lactato de etilo  6.36±0.05  89.98±0.45  85.94±3.19  22.07±3.54  8.30±1.19 
Decanoato de etilo  0.52±0.01  0.63±0.02  0.96±0.02  0.72±0.05  0.60±0.11 
Succinato de etilo  10.25±0.14  11.18±0.75  37.71±2.17  17.13±0.68  10.21±1.63 
Totales  3.18±0.04  19.23±0.56  5.29±0.62 
TERPENOLES
Linalol  0.42±0.00  0.21±0.00 0.51±0.05 0.48±0.05  0.36±0.13
FENOLES
4‐vinilfenol  1.80±0.01  2.18±0.05 nd nd  1.82±0.30
2‐metoxifenol  2.37±0.02  3.80±0.22  2.23±0.10  2.61±0.16  3.62±0.31 
Eugenol  0.39±0.00  0.32±0.00  0.50±0.00  o.52±0.00 0.35±0.00 
Totales  1.52±0.01  1.73±0.07  1.74±0.14 
ALCOHOLES
2‐butanol  0.28±0.00  0.32±0.02 0.29±0.00 0.34±0.03  0.36±0.05
1‐propanol  3.95±0.01  5.50±0.13  7.55±0.97  6.96±0.98  5.38±0.70 
Alcohol isoamílico  597.50±0.16 527.97±0.00  544.11±10.23  564.65±0.47  508.63±69.12 
Cis‐3‐hexenol  0.30±0.01  0.25±0.00  0.28±0.00  0.29±0.02  0.28±0.02 
2‐feniletanol  122.71±5.17 105.96±6.83  118.83±5.36  134.82±2.16  99.80±0.13 
Totales  144.94±1.07 131.2.35  132.15±7.36 
En todos los casos en los que se inocularon BL, éstas lo hicieron siguiendo la estrategia 
de inoculación previa (IP). En la vinificación en tinto se inocularon a una concentración de 106 











Tabla  29.  Resultados  de  los  análisis  físico‐químicos  de  los  vinos  tintos  obtenidos  en  los  diferentes  ensayos 
semiindustriales  realizados  en  Laboratorios  Excell  Iberica  en  2011  (D1:  inoculado  con  S4608, D2:  inoculado  con 
S4607, D3: control no inoculado con Lactobacillus pero sí con la levadura Uvaferm VN® y la bacteria Lalvin VP41®). 
D1 D2 D3
Azúcares residuales (g/L) 0.31 0.32 0.32
Ácido málico (g/L)  0.14  0.14  0.14 
Ácido láctico (g/L)  1.90  2.13  1.62 
Ácido cítrico (g/L)  1.14  1.28  1.02 
Grado alcohólico (% v/v)  15.33  15.35  14.87 
Glicerol (g/L)  11.56  11.20  12.73 
pH  4.03  4.01  4.15 
Durante las primeras 48 horas se observó una síntesis de ácido láctico de entre 0.9 y 1.3 







la  FA  se observó un  aumento de 1  g/L de éste  ácido en el depósito D1,  lo  cual  indicó una 
síntesis del mismo por  las  levaduras que realizaron  la FA, mientras que en el D2 se mantuvo 
constante. En el depósito D3 no hubo aumento de ácido málico durante la FA pero tras ella se 
produjo la degradación total del ácido málico 10 días después de la inoculación con la cepa de 
O.  oeni  Lalvin  VP41®.  Tras  la  FA  en  los  depósitos  D1  y  D2  se  llevó  a  cabo  la  degradación 











del  pH mucho más  acusado  en  los  depósitos  inoculados  con  BL.  Tras  la  FA  se  observa  un 
aumento del mismo de aproximadamente 0.2 unidades en todos los depósitos (Figura 60). 




61).  Tras  la  inoculación  de  la  levadura  fermentativa,  la  población  láctica  disminuyó  en D1, 
mientras  que  en  D2  aumentó  ligeramente  durante  la  primera  etapa  de  la  FA,  para  luego 
disminuir hasta 102 UFC/mL. En esta etapa la concentración de ácido láctico aumentó en D2 y 
disminuyó  ligeramente en D1, mientras que el ácido málico  se mantuvo  constante en D2  y 
aumentó  en D1.  Estos  resultados  se  deben  al  balance  entre  ácido málico  producido  por  la 
levadura  y  el  consumido  por  la  bacteria.  Hay mayor  descenso  de  ácido málico  cuando  la 
bacteria inoculada está creciendo (D2) y menor descenso cuando no. Ambas cepas inoculadas 
constituyeron el 100% de  la población  láctica a  lo  largo de toda  la vinificación. Sin embargo, 
durante el periodo entre los días 20 y 50 en el que se completó el consumo del ácido málico, 
no  se aislaron  las  cepas  inoculadas,  sino  cepas autóctonas de O. oeni,  las  cuales  resultaron 











































































Ello  posiblemente  afectó  al  crecimiento  de  la  levadura  fermentativa  y  por  ello  a  la 
síntesis de ácido cítrico. Sin embargo, en la vinificación D1 la población viable de BL disminuyó 




































muestran  los resultados de  los análisis físico‐químicos de  los vinos obtenidos en  las distintas 
condiciones y en  las Figuras 62 y 63 se han  representado  la evolución de  los ácidos  (láctico, 
málico y cítrico) y del pH, respectivamente, a lo largo de las vinificaciones.  




Azúcares residuales (g/L) 2.28 3.17 1.93
Ácido málico (g/L)  1.71  1.30  2.29 
Ácido láctico (g/L)  0.82  0.96  0.30 
Ácido cítrico (g/L)  0.27  0.25  0.24 
Grado alcohólico (% v/v)  15.60 15.35 15.33 
Glicerol (g/L)  8.60  8.09  8.62 
























Durante  las primeras 72 horas de  la  vinificación el  ácido málico disminuyó en  todos  los 
vinos  pero más  acusadamente  en  los  depósitos  inoculados  con BL,  consumiéndose  en  este 
periodo  entre  0.2  y  0.5  g/L  del mismo.  Durante  la  FA  y  posteriormente,  este  ácido  siguió 
disminuyendo  ligeramente,  consumiéndose  cantidades  comprendidas  entre  0.5  y  2  g/L.  En 
ningún caso se consumió totalmente el ácido málico. 





FA  siguió  incrementándose  el  pH  en  los  inoculados,  a  diferencia  de  lo  que  ocurría  en  el 
experimento  control  donde  se  mantuvo  prácticamente  constante.  Este  aumento  de  pH 
coincidió  con  la  degradación  del  50%  del  ácido málico  por  FML  en D5  y D6  al  final  de  los 
experimentos (Figura 63).  
La  viabilidad  de  las  BL  inoculadas  descendió  acusadamente  tras  su  inoculación  en 
mosto hasta alcanzar niveles de 103‐105 UFC/mL al final del periodo de acidificación (24 horas) 
y de 101‐103 UFC/mL al  final de  la FA  (Figura 64). Posteriormente  siguió descendiendo. Esta 
elevada mortalidad pudo ser consecuencia de una elevada concentración de SO2 en el mosto 

































































































































el control,  lo que hace que aumente el pH en  lugar de disminuir. Además, en este caso  los 
niveles de ácido cítrico resultaron muy similares en todos los vinos tanto inoculados como no 
inoculados.  
En  resumen,  en  este  experimento  se  obtuvieron  mayores  descensos  de  pH  en  las 
vinificaciones en tinto que en las de rosado, a pesar de que las bacterias se habían inoculado a 
menor concentración y de que se había dejado pasar un periodo de  tiempo de acidificación 
más  corto  antes  de  inocular  la  levadura  fermentativa.  En  los  vinos  rosados  no  se  observó 
acidificación, registrándose incluso un pH superior en los vinos inoculados con BL debido a la 
degradación parcial del ácido málico y a  la ausencia de ácido  láctico sintetizado por FL. En  la 













cantidad de ácido  láctico sintetizada por  los microorganismos durante  la vinificación no está 
legislada, pudiéndose sobrepasar el límite de 3 g/L que establece la legislación para la adición 
de  ácido  láctico  exógeno  para  alcanzar  los  valores  de  acidificación  deseados  [58].  Dicha 
ausencia de  legislación supone una gran ventaja  frente a  los comentados métodos químicos 
pero  también  frente a  los métodos  físicos, ya que éstos se encuentran  legislados del mismo 







utilizado  cepas de  S.  cerevisiae productoras de  ácido málico para  llevar  a  cabo  la  FA  [267]. 
También  se  han  usado  cepas  de  Zygosaccharomyces  rouxii  [268],  Saccharomyces  uvarum 
[269], Saccharomyces bayanus  [270] y Kluyveromyces  thermotolerans  [271]) productoras de 
ácido málico inoculándolas previamente a S. cerevisiae en la vinificación. Los vinos resultantes 
de  su  aplicación  fueron  más  ácidos,  pero  poseían  el  sabor  herbáceo  del  ácido  málico  y 
presentaban mayor inestabilidad microbiológica al ser este ácido susceptible de degradación. 
También  se han utilizado  levaduras no‐Saccharomyces  (Torulaspora delbrueckii) productoras 
de  ácido  láctico  en  coinoculación  con  S.  cerevisiae  [272].  De  esta manera  también  se  ha 
conseguido aumentar la acidez de los vinos mejorando a su vez el aroma y el gusto, resultando 
más suave y  lácteo. Sin embargo, esta estrategia también plantea  inconvenientes, ya que en 





274].  Además,  tradicionalmente  las  levaduras  no‐Saccharomyces  se  han  considerado 
productoras de metabolitos con incidencia negativa sobre la calidad del vino, por lo que se las 
ha catalogado como levaduras alterantes. Entre estos metabolitos destacan el ácido acético, el 







En  este  trabajo,  tras  la  realización  de  muchos  ensayos,  se  ha  desarrollado  una 
metodología  de  fácil  aplicación  a  nivel  industrial.  Esta  metodología  está  basada  en  la 
inoculación  en mosto  de  cultivos  iniciadores  liofilizados  de BL  productoras  de  ácido  láctico 
antes de  la FA. En  la aplicación de  la  técnica a nivel de  laboratorio se obtuvieron resultados 
favorables, pero la aplicación a nivel semiindustrial no consiguió resultados tan buenos como 
los que eran esperables a partir de  los ensayos en el  laboratorio, al  igual que ocurrió en el 
trabajo previo de Val y col [247].. Las razones que explican este hecho abren nuevos temas de 
investigación.  Parece  existir  una  inhibición  de  la  actividad  metabólica  bacteriana,  cuyas 
razones deben dilucidarse  y en base  a ello queda plantear  alternativas que minimicen este 
efecto  inhibidor.  Lo  que  sí  fue  incontestable  fue  la  mejora  del  perfil  organoléptico  que 






manera  similar  a  Primaflora  (Immélé),  que  es  un  producto  de  reciente  comercialización  en 
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a  la  lisozima  y  además  demostraron  ser  incapaces  de  producir  aminas  biógenas  en 
medio sintético. 
Se ha  conseguido obtener preparados  liofilizados  industriales  altamente efectivos de 
las  cepas  seleccionadas. Se  comprobó que  la  rehidratación previa del preparado  con 
OptiMalo Plus® o Nutrient Vit End® al 2% proporcionaba  los mejores resultados sobre 
el crecimiento de la cepa en mosto y sobre la acidificación.  
Se comprobó que  la mejor estrategia para conseguir  la acidificación era  la  inoculación 
de los preparados 48 horas antes de la inoculación de la levadura comercial. 
Se demostró que el tipo de  levadura para  llevar a cabo  la FA tenía  influencia sobre el 
grado  de  acidificación  conseguida  por  las  bacterias,  siendo más  adecuada  Uvaferm 
VN®, productora de ácido málico y cítrico. 
El proceso de  acidificación biológica desarrollado  fue más efectivo en mostos de pH 
elevado,  con  baja  concentración  de  microbiota  autóctona  y  de  polifenoles  y  en 
ausencia o bajas concentraciones de lisozima y SO2.  




 En  las  vinificaciones  semiindustriales  no  se  consiguió  un  grado  de  acidificación 
semejante al obtenido en el laboratorio, a pesar de que las BL inoculadas mantuvieron 
su viabilidad durante el proceso de acidificación y de que  se  implantaron  frente a  la 
microbiota  autóctona.  Tampoco  consiguieron  completar  totalmente  la  FML.  Ambas 
cosas  indican que  la actividad metabólica de  las BL estaba  inhibida. En  cambio,  sí  se 
observaron  importantes  modificaciones  organolépticas  en  los  vinos  inoculados  con 
estos  cultivos  iniciadores,  siendo  éstas  diferentes  en  función  de  la  cepa  inoculada. 
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